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Objetivos: Avaliar em pacientes com leucemia linfoide aguda (LLA), tratados de 
acordo com o protocolo do Grupo Cooperativo Brasileiro de Tratamento de 
Leucemia Linfoide Aguda na Infância (GBTLI LLA-2009) no oitavo dia da indução, 
a reprodutibilidade da contagem de blastos periféricos intra e interobservadores; a 
concordância entre citometria de fluxo e morfologia e descrever a distribuição 
genotípica dos SNP íntron 2 +646C/G e 9βT/C do gene receptor de glicocorticoide 
NR3C1. Métodos: Foram analisadas prospectivamente, amostras de sangue 
periférico e/ou medula óssea de 54 pacientes, dos quais 53 foram genotipados 
para os polimorfismos estudados. Em 31 pacientes, no oitavo dia da indução, foi 
realizada a contagem de blastos no SP, em 200 e 100 células, com e sem EDTA, 
por três observadores fixos, diferentes, com contagens independentes. A 
imunofenotipagem foi realizada com a técnica de lise de hemácias e as amostras 
foram adquiridas e analisadas em citômetro de fluxo BD FACSCalibur, com 
15.000 eventos totais. Resultados: 59,3% dos pacientes foram do sexo 
masculino, com idade média de 7,9 anos, leucometria inferior a 50.000/ mm³ em 
79,6% e fenótipo LLA comum em 48,1%. Na avaliação isolada de cada 
observador, não houve diferença na contagem percentual de blastos em 100 ou 
200 células, com ICC próximo de 1 (p<0,001), independente do anticoagulante. 
Houve uma concordância excelente entre as contagens de blastos no SP 
interobservadores com e sem EDTA, ICC=0,889 (p<0,001) e ICC=0,960 
(p<0,001), respectivamente. Nas 27/31(87%) amostras avaliáveis, houve 
concordância de 100% entre morfologia e citometria de fluxo quando considerada 
a categorização em maior ou igual a 1.000 ou inferior a 1000 blastos/mm³. Em 
4/31(13%) dos pacientes, não foi possível essa avaliação por leucometria inferior 
a 1.000/mm3 no D8. Observou-se concordância satisfatória (rs=0,465; p=0,014) 
entre morfologia e citometria de fluxo na quantificação dos blastos. Em 14,8% dos 
casos ocorreu discordância entre os métodos; com ausência de blastos pela CF, 
e pela morfologia com contagens que variaram de 41 a 925 blastos/mm³. Nos 53 
pacientes genotipados para o SNP intron 2 +646C/G, 62,3% apresentaram o 
genótipo CC, 30,2% CG e 7,5% genótipo GG e, para SNP 9βT/C, 71,7% dos 
pacientes apresentaram genótipo TT e 28,3% CT. Não houve associação entre os 
perfis genotípicos e sexo, idade, leucometria inicial, linhagem celular e contagem 
de blastos no D8. Conclusões: A contagem de linfoblastos, no D8 da indução, foi 
altamente reprodutível entre os diferentes observadores independente da 
presença do EDTA; com concordância satisfatória entre morfologia e citometria de 
fluxo na quantificação dos blastos. Esses dados sugerem a aplicabilidade desse 
método como uma ferramenta livre de subjetividade na avaliação da contagem de 
blastos. Em nossa amostra o alelo polimórfico G foi menos prevalente para o SNP 
íntron 2 +646C/G; e o genótipo TT para o SNP 9βT/C foi o mais prevalente, 


























Os progressos obtidos no estudo da biologia e no tratamento da Leucemia 
Linfoide Aguda (LLA) na infância são considerados paradigmas de sucesso na 
evolução da oncologia pediátrica, partindo-se de uma doença considerada 
incurável na década de 1950, para chances de cura de 80 a 90%, nos países 
desenvolvidos, ao final dos anos 1990 (Margolin et al., 2011; Pui, 2012). Os 
avanços diagnósticos, o refinamento na classificação de risco, as estratégias 
terapêuticas inseridas em ensaios clínicos controlados e o aperfeiçoamento na 
terapia de suporte, proporcionaram a melhora progressiva nos índices de cura 
obtidos (Schrappe et al., 2000; Schrappe, Stanulla, 2003; Pui, 2012). 
Os glicocorticoides foram introduzidos no tratamento da LLA infantil na 
década de 1950, quando foi observada pela primeira vez sua capacidade 
citolítica em linfoblastos (Pearson, Eliel, 1950). A partir de então, principalmente 
a prednisona e a dexametasona, permaneceram como componentes integrais 
da terapia, utilizados em diferentes fases dos protocolos quimioterápicos 
(McNeer, Nachamn, 2010). Atualmente, sabe-se que essas drogas exercem sua 
atividade antileucêmica através da indução da apoptose ou bloqueio do ciclo 
celular, de forma que a resposta a estes agentes é um importante fator 
prognóstico independente (Boer, Pieters, 2012).  
Variabilidade interindividual à sensibilidade ou resistência ao 
glicocorticoide tem sido observada. Um dos níveis críticos na resposta a essas 
drogas reside no gene receptor de glicocorticoide, chamado nuclear receptor 
subfamily 3, group C, member 1 glucocorticoid receptor - NR3C1. Numerosos 
sítios polimórficos são descritos nesse gene e, nos últimos anos, diferentes 
fenótipos foram associados às variantes genéticas do NR3C1. Dentre elas, são 
descritas a associação dos Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs) no íntron 2 
+646C/G e 9βT/C com reduzida sensibilidade ao glicocorticoide e, resultados 
terapêuticos desfavoráveis em LLA na infância (Labuda et al., 2010). 
Além das peculiaridades individuais, como os polimorfismos gênicos 
influenciando a resposta ao tratamento, a citorredução dos linfoblastos é 





biológicas das células leucêmicas, como suas características imunofenotípicas, 
genéticas e sua resistência intrínseca à quimioterapia (Rizzati, 2013; Lo Nigro, 2013). 
Jacquillat et al. (1973) descreveram, pela primeira vez, a cinética da 
resposta inicial à terapia como fator preditor de prognóstico. Historicamente, a 
importância do tempo de desaparecimento (clearance) de blastos no sangue 
periférico definiu-se como um fator prognóstico independente, sendo usado como 
critério para identificar um subgrupo de pacientes respondedores lentos 
(Rautonen et al., 1988). O estudo do grupo alemão (Berlim-Frankfurt-Müenster-
BFM), ALL-BFM 83, foi o primeiro a descrever a relevância prognóstica da 
resposta in vivo ao glicocorticoide. Evidenciou-se que cerca de 10% dos pacientes 
apresentavam, no oitavo dia da indução (D8), contagem morfológica de blastos no 
sangue periférico (SP) maior ou igual a 1.000/ mm³, com risco de recidiva de 76%, 
comparados com aqueles considerados bons respondedores (blastos no SP 
menor que 1000/mm³) que apresentavam taxas de recidiva de 43% (Riehm et al., 
1987). Posteriormente, diversos grupos cooperativos internacionais confirmaram a 
importância prognóstica da redução precoce dos blastos no sangue periférico 
após exposição à monoterapia com glicocorticoide (Gajjar et al., 1995; Aricò et al., 
1995; Steinherz et al., 1996; Manabe et al., 2008, Möricke et al., 2010). 
A avaliação citológica dos blastos permanece fundamental na definição 
do padrão de resposta. Entretanto, essa avaliação é totalmente dependente da 
experiência do observador, sendo um desafio à sua reprodutibilidade entre 
diferentes avaliadores (Meshinchi et al., 2001). O estudo imunofenotípico das 
populações celulares por citometria de fluxo (CF) é um método rápido, com alta 
sensibilidade e especificidade, que permite a análise de vários parâmetros 
celulares simultaneamente, além de estudar um maior número de células (Basso 
et al., 2001; Behm, 2012). 
Considerando, portanto, essa grande variabilidade interindividual na 
análise microscópica dos blastos (van de Geijn et al., 2011), torna-se relevante a 
avaliação da sensibilidade da citometria de fluxo como método de quantificação 





Associada a essa análise, a investigação do perfil polimórfico do gene receptor 
de corticoide NR3C1 permitirá o reconhecimento das variações genéticas na 
população estudada, consolidando uma tentativa futura de correlacionar o 






• Avaliar a citometria de fluxo, como método de quantificação de blastos no 
sangue periférico no oitavo dia (D8) da indução, no Protocolo do Grupo 
Brasileiro de Tratamento de Leucemia Linfoide Aguda na Infância 2009 
(GBTLI LLA-2009); 
• Investigar em crianças com LLA, incluídas no Protocolo GBTLI LLA-2009, a 
presença de polimorfismos do gene receptor de glicocorticoide NR3C1 em 
amostras da medula óssea ou sangue periférico ao diagnóstico. 
 
Objetivos Específicos: 
• Comparar a contagem morfológica de linfoblastos em esfregaços de 
sangue colhido com e sem anticoagulante; 
• Avaliar a reprodutibilidade da contagem morfológica de linfoblastos entre 
observadores; 
• Avaliar o grau de concordância da citometria de fluxo com a contagem 
morfológica de linfoblastos; 
• Analisar descritivamente os seguintes SNPs: íntron 2 +646C/G (rs41423247) 
e 9β T/C (rs6198), do gene receptor de glicocorticoide NR3C1, na medula 





















2 REVISÃO DA LITERATURA 
  
6 
Revisão da literatura 
 
 
Os resultados terapêuticos obtidos na LLA pediátrica nos últimos 50 anos 
são um exemplo e um modelo de sucesso na evolução da oncologia clínica 
moderna. A compreensão desse êxito terapêutico implica no reconhecimento do 
impacto das diferentes etapas do processo de implementação de novas terapias 
(Lee, 2013). Excelentes índices de cura - em torno de 80% - obtidos em países 
desenvolvidos são o resultado da melhor compreensão biológica da doença, da 
estratificação dos pacientes em diferentes subgrupos, da utilização de 
esquemas poliquimioterápicos intensivos e do progresso indiscutível nas 
medidas de suporte (Pui et al., 2012; Pui, Evans, 2013). 
Conceitualmente, a moderna terapia da LLA consiste de quatro fases 
distintas: fase de indução, com duração de 4 a 6 semanas; fase de consolidação 
/ intensificação e reindução; terapia dirigida ao sistema nervoso central (SNC) e 
fase de manutenção (Schrappe, Stanulla, 2003; Silverman, Sallan, 2003).  
Os glicocorticoides foram identificados como úteis no tratamento da LLA 
já nos primórdios dos anos 1950 em decorrência da constatação de seus 
efeitos citolíticos em linfoblastos (Pearson, Eliel, 1950). Esses estudos iniciais 
demonstraram que a LLA era responsiva à associação de antagonistas de 
ácido fólico e glicocorticoides (Pinkel, 1996; Kersey, 1997). Assim, em 1953, 
três drogas com reconhecida atividade antileucêmica estavam disponíveis: 
metotrexato (MTX), prednisona e 6-mercaptopurina, o que permitiu o aumento 
na proporção de pacientes que atingiam a remissão clínica inicial a partir de 
1956 (Gaynon et al., 2012). 
Jacquillat et al. (1973) propuseram a avaliação semanal dos esfregaços de 
SP e medula óssea, na vigência de uma janela de corticoterapia com prednisona 
na dose de 90mg/m²/dia até a indução da remissão. A fase de indução estaria 
concluída quando a medula óssea apresentasse menos que 6% de blastos, o que 
apontava para a importância da cinética da resposta inicial à terapia como um 
preditor do êxito terapêutico, mesmo sem referência ao valor da velocidade de 
resposta pela contagem de blastos no sangue periférico (Reiter et al., 1994). 
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No período entre 1975 e 1984, Rautonen et al. estudaram a possibilidade 
de associar a simplicidade da contagem de blastos no sangue periférico à 
precisão da avaliação da medula óssea. O desaparecimento dos blastos no 
sangue periférico, denominado clearance dos blastos, foi definido como o 
intervalo de tempo entre o diagnóstico e o dia em que nenhum blasto era 
detectado na contagem de 200 células do sangue periférico. Essa medida foi 
usada como um critério de identificação de pacientes respondedores lentos, um 
subgrupo de pior prognóstico. Os pacientes com clearance de blastos inferior a 10 
dias apresentaram maior sobrevida livre de eventos (SLE), 60% em cinco anos. 
Nesse estudo, observou-se um tempo médio de clearance de blastos de seis dias. 
O risco-relativo de morte ou recaída em pacientes com tempo de desaparecimento 
de blastos no sangue periférico superior a 10 dias foi 5,2 vezes maior quando 
comparado às demais crianças do estudo, o que indicava o clearance de blastos 
como fator prognóstico independente (Rautonen et al., 1988). 
As séries de estudo do grupo BFM para tratamento de LLA na infância 
foram precedidas pelo estudo “West Berlin”, entre 1970 e 1976, com nova 
abordagem terapêutica baseada em múltiplos agentes quimioterápicos. 
Conforme descrito por Riehm et al. (1977), desde o primeiro estudo ALL-BFM 
70, a prednisona foi utilizada na indução da remissão, na dose diária de 2,5 
mg/kg ou 60 mg/m² por 28 dias (Möricke et al., 2010).  
Entre 1981 e 2000, 6.609 crianças abaixo de 18 anos foram tratadas em 
cinco estudos consecutivos do grupo BFM, em mais de 82 centros médicos na 
Alemanha, Áustria e Suíça. No quarto estudo da série, o ALL-BFM 81, foi 
utilizado um novo sistema de estratificação. O fator de risco BFM (BFM-FR) 
consistia na quantificação da massa leucêmica no sangue periférico, por meio 
de uma equação que incluía o número de blastos no sangue periférico e a 
mensuração do fígado e baço (Möricke et al., 2010).  
No quinto estudo, ALL-BFM 83, foi realizada a primeira observação 
prospectiva para determinar se a resposta individual in vivo ao glicocorticoide 
constituía um fator prognóstico. A resposta à prednisona foi caracterizada pela 
contagem de blastos ao microscópio, no sangue periférico no D8 da indução, 
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após sete dias de prednisona na dose de 60 mg/m²/dia e uma dose de MTX IT 
no primeiro dia da indução. Todas as contagens de blastos foram revisadas em 
um único centro. O valor do número de blastos foi calculado pela multiplicação 
da porcentagem de blastos, determinada em lâmina de sangue periférico, pela 
contagem absoluta de leucócitos no D8. Riehm et al. (1987) foram pioneiros em 
reconhecer pacientes com prognósticos distintos, baseando-se apenas na 
resposta precoce à prednisona.  
A análise dos dados revelou que aproximadamente 10% dos pacientes, 
apresentavam contagem de blastos no D8 igual ou superior a 1.000/mm³. Este 
grupo foi denominado de maus respondedores à prednisona (MRP), e se 
caracterizavam pelo alto risco de recaída. O subgrupo dos bons respondedores 
à prednisona (BRP), aquele com contagem de blastos inferior a 1.000 /mm³ no 
sangue periférico no D8, possuía menor risco de recaída. Essa resposta ao 
corticoide no D8 foi independente da quantificação de blastos ao diagnóstico 
(Möricke et al., 2010). No estudo ALL-BFM 83, a SLE em 10 anos para 
pacientes MRP foi de 39%, comparada com 66% nos pacientes com resposta 
precoce à corticoterapia (Schrappe et al., 2000). 
A resposta inicial ao tratamento com prednisona foi, pela primeira vez, 
incorporada à estratificação de risco no estudo ALL-BFM 86. A sensibilidade 
individual in vivo ao glicocorticoide foi utilizada para identificar pacientes de alto 
risco, independentemente da presença de qualquer característica clínica-
laboratorial, exceto falha indutória e/ou a presença da t(9;22). Uma das questões 
desse estudo foi a introdução de um esquema de tratamento experimental de 
consolidação intensiva, imediatamente após a indução, para os pacientes MRP, 
classificados como de alto risco. O grupo de pacientes MRP correspondeu a 
8,4% a 9,5% de todos os pacientes. A importância da velocidade de resposta à 
prednisona, após uma semana de corticoterapia, foi evidenciada pela SLE de 
72,9% ± 1,5% no grupo de BRP, em comparação a 45,8% ± 5,1% nos pacientes 
MRP (Reiter et al., 1994; Möricke et al., 2010).  
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A partir de então, nos estudos clínicos do grupo BFM, a estratificação de 
risco passou a incluir a sensibilidade in vivo aos glicocorticoides, observada no 
estudo seguinte ALL-BFM 90. Os bons respondedores à prednisona 
apresentaram SLE em seis anos estimada em 82%, em contraste com os MRP, 
com SLE de 34% no mesmo período (Schrappe et al., 2000).  
No estudo ALL-BFM 95, um novo sistema de estratificação de risco 
baseado na idade, leucometria inicial, imunofenótipo, achados citogenéticos e 
na resposta à prednisona, foi elaborado. Manteve-se a superioridade da SLE, 
em 10 anos, no grupo BRP: 80,8% ± 0,9%, comparada a 55,1% ± 3,7% no grupo 
MRP, reforçando ser a sensibilidade individual ao glicocorticoide um fator 
prognóstico independente, com a possibilidade de adaptação da intensidade da 
terapia (Schrappe et al., 1996; Möricke et al., 2008). No subgrupo de pacientes 
BRP, observou-se, nos três estudos consecutivos ALL-BFM 86, 90 e 95, 
incidência cumulativa de recaída no SNC abaixo de 5%, reforçando, ainda mais, 
a importância da resposta precoce à corticoterapia (Möricke et al., 2010). 
No grupo de LLA do lactente, caracterizado por suas peculiaridades 
clínicas e genéticas, a resposta precoce à prednisona mostrou-se também como 
o mais importante fator prognóstico nas 106 crianças, avaliadas nos estudos 
ALL-BFM 83, 86 e 90. Os lactentes com má resposta à prednisona tiveram a 
SLE em seis anos de 15% ± 7%, em comparação aos índices de 53% ± 6% 
alcançados pelos bons respondedores à corticoterapia no D8 da indução. A má 
resposta à prednisona foi relacionada com risco 3,3 vezes maior de recaída, em 
geral ocorrendo precocemente (Dördelmann et al., 1999). 
Nos anos 1990, outros estudos demonstraram a significância prognóstica do 
rápido clearance de blastos no sangue periférico (Chessells et al., 1995; Steinherz 
et al., 1996; Thyss et al., 1997). Gajjar et al. (1995) estudaram, retrospectivamente, 
o impacto da presença de blastos no sangue periférico no D8 da indução, nos 
pacientes que foram submetidos ao St Jude Total Therapy Study XI (coorte de 
pacientes entre 1984 e 1988), expostos à poliquimioterapia, incluindo a 
corticoterapia com prednisona 40 mg/m²/dia. A persistência de blastos circulantes 
após uma semana de tratamento, em 14% dos pacientes, foi associada com 
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redução da SLE em cinco anos para 34% ± 8% versus 77% ± 3%, naqueles 
pacientes com ausência de blastos no D8 da terapia de indução, inclusive 
quando estratificados segundo o imunofenótipo em LLA de linhagem B ou T. 
O grupo Italiano Associazione Italiana Ematologia Oncologia Pediatrica 
(AEIOP) utilizou estratégia similar ao grupo BFM na estratificação precoce de 
pacientes com LLA. O padrão de resposta à prednisona persistiu como fator 
prognóstico independente da idade e leucometria ao diagnóstico (Aricò et al., 
1995; Lilleyman, 1998). O Study 88, de fevereiro de 1988 a março de 1992, foi 
uma experiência piloto em dez centros italianos da AEIOP, utilizando o esquema 
quimioterápico proposto pelo estudo ALL-BFM 86, com a resposta in vivo à pré-
fase baseada na corticoterapia como fator de estratificação de pacientes em 
diferentes grupos de tratamento. O estudo que evidenciou melhores resultados 
nos pacientes MRP foi o Study 95, no qual esse grupo de pacientes foi tratado 
com o mesmo esquema de intensificação do grupo BFM: 3 blocos de 
poliquimioterapia e uma fase de reindução. A SLE em 10 anos foi de 51,5% 
±6,6% para LLA-T e 53,8%±4,6% para LLA de linhagem B (Conter et al., 2010; 
Aricò et al., 2010). 
O impacto do clearance de blastos no sangue periférico na sobrevida 
global (SG) de 754 crianças com LLA também foi demonstrado no estudo L89-
12 do Tokyo Children´s Cancer Study Group (TCCSG). Após sete dias de 
monoterapia exclusiva com prednisolona na dose de 60 mg/m²/dia (com terapia 
intratecal apenas no D8), os pacientes foram categorizados em três grupos, de 
forma que 33% dos pacientes não apresentavam blastos no sangue periférico; 
52% tinham contagens entre 1-999 blastos/mm³ e 15%, contagens iguais ou 
superiores a 1.000 blastos/mm³. A SLE para pacientes com LLA B derivada, com 
ausência de blastos no D8 no sangue periférico, foi de 95,7% ± 4,3%; com LLA 
de linhagem T, de 89,8% ± 2,1% (Manabe et al., 2008). 
Outros grupos cooperativos, como o Israeli National Studies conduziram 
estudos (INS 89 e 98) baseados na avaliação precoce da resposta ao 
glicocorticoide, à semelhança do grupo BFM, e também observaram que os 
pacientes MRP apresentavam índices de SLE e SG inferiores aos pacientes 
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BRP (Stark et al., 2010). O critério de estratificação de risco baseado na 
sensibilidade ao glicocorticoide também foi adotado pelo grupo cooperativo 
holandês (Dutch Childhood Oncology Group – DCOG), nos protocolos DCSLG 
ALL-7 e ALL-8, no período de 1988 a 1991 e de 1991 a 1997, respectivamente 
(Kamps et al., 2010). Na segunda metade da década de 1980, o tratamento da 
LLA na infância também foi unificado na República Tcheca, adotando-se o 
protocolo ALL-BFM-83 (Stary et al., 2010). 
No Brasil, Brandalise et al., em 1980, deram início ao primeiro protocolo 
brasileiro multicêntrico de tratamento de LLA infantil, chamado de Grupo 
Cooperativo Brasileiro de Tratamento de Leucemia Linfoide Aguda na Infância 
(GBTLI LLA). Com os primeiros três estudos (GBTLI LLA `80, `82, `85), 
observou-se uma crescente probabilidade de cura, com SLE atingindo 50%, 
58% e 70%, respectivamente (Brandalise et al., 1993). O protocolo GBTLI LLA-
93 incorporou os conceitos de imunofenotipagem e avaliação citogenética, bem 
como a estratégia terapêutica do uso do MTX em altas doses e restrição da 
radioterapia profilática no SNC ao grupo de alto risco, alcançando sobrevida 
global (SG) e SLE em 14 anos de 70% ± 3,6% e 69% ± 2,4% respectivamente 
(Brandalise et al., 2005). 
No protocolo GBTLI LLA-99, além da melhoria na avaliação diagnóstica, 
foi introduzida a avaliação da resposta precoce à terapia, pela contagem de 
leucócitos superior ou inferior a 5.000/mm³ no D7 da indução para a 
estratificação em diferentes grupos de risco. As SG e SLE em sete anos foram 
de 74,2% ± 1,7% e 68% ± 1,8%, respectivamente (Brandalise et al., 2007; 
Brandalise et al., 2010).  
Pela primeira vez, o atual estudo GBTLI LLA-2009 introduziu a contagem 
de blastos no sangue periférico no D8 da indução, após sete dias de 
corticoterapia com prednisona na dose de 60 mg/m²/dia e uma dose de MTX IT, 
como avaliação de velocidade de resposta e critério de estratificação de risco. 
Os pacientes que apresentem no oitavo dia de indução, contagem de blastos 
iguais ou superiores a 1.000/mm³, são classificados como respondedores lentos 
e migram para o grupo de alto risco (AR) respondedor lento (RL). Este subgrupo 
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de pacientes recebe terapia de maior intensidade, independente do subtipo 
biológico da doença (B derivada, T derivada, Ph+ ou lactente). 
Embora a contagem dos blastos circulantes no sangue periférico no D8 
da indução não identifique todos os pacientes com LLA que apresentarão 
recaída, essa abordagem é simples, não invasiva e é universalmente aplicável. 
Além disso, é raramente influenciada por questões técnicas, como a diluição da 
amostra que, com certa frequência, pode ocorrer na avaliação da medula óssea, 
principalmente se as amostras são colhidas nas duas ou três semanas iniciais 
da indução (Reiter et al., 1994; Gajjar et al., 1995; Schrappe, Stanulla, 2003).  
 
 
2.1 Comparação da avaliação quantitativa de blastos: citomorfologia versus 
citometria de fluxo 
 
A importância da identificação de respostas precoces ao tratamento, 
como estratégia de refinamento de grupos de risco, é elemento fundamental no 
atual tratamento da LLA infantil. Consequentemente, é crucial a identificação 
das células leucêmicas com precisão. Isso foi bem caracterizado com os 
métodos de quantificação de doença residual mínima. Considerando-se a 
importância da avaliação dos blastos em uma fase precoce da indução, torna-se 
interessante explorar, comparativamente, a contagem tradicional por microscopia 
em relação à contagem por citometria de fluxo. 
Na tentativa de superar a imprecisão analítica da citomorfologia na 
avaliação do sangue periférico, tem sido demonstrada em vários estudos a 
reprodutibilidade da citometria de fluxo na contagem diferencial dos leucócitos, 
com aplicabilidade especial nas amostras de pacientes com leucopenia (Hübl et 
al., 1997; Faucher et al., 2007; Jo et al., 2011). 
A técnica de citometria de fluxo foi responsável por grande 
desenvolvimento na pesquisa científica nos últimos 20 anos. Permite a 
realização de análises celulares refinadas, com vários parâmetros celulares 
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distintos. Sua principal particularidade é a avaliação multiparamétrica, com a 
identificação quantitativa de subpopulações celulares pequenas ou de diferentes 
estágios de diferenciação e/ou ativação. Além da mensuração do volume e 
complexidade morfológica das células, o método permite a avaliação da 
viabilidade celular (Bain, 2010; Behm, 2012; da Silva et al., 2013). 
A citometria de fluxo apresenta reconhecidas vantagens metodológicas na 
avaliação celular, tais como a possibilidade de aquisição e análise de dados 
multivariados, a alta velocidade de processamento e a capacidade de separação 
de células, permitindo que a imunofenotipagem multiparamétrica seja uma boa 
ferramenta para discriminação mais precisa entre células normais e blastos. 
Essa distinção deve-se a caracterização de subpopulações celulares segundo 
seu tamanho, granularidade e marcação antigênica em sua superfície e/ou 
intracelular, no meio citoplasmático ou nuclear (da Silva et al., 2013).  
Alguns estudos indicam o potencial uso de um painel simples de 
anticorpos monoclonais na identificação mais segura de subgrupos celulares, 
quando comparados ao método tradicional citomorfológico (Cherian et al., 2010; 
Roussel et al., 2010; Jo et al., 2011). 
A eficiência e a aplicabilidade da citometria de fluxo já foram demonstradas 
na diferenciação dos leucócitos no sangue periférico, principalmente nas 
amostras com leucopenia importante, integrando essa metodologia na rotina do 
laboratório de hematologia, superando os erros de classificação celular que 
usualmente podem ocorrer na avaliação morfológica manual (Cherian et al., 2010; 
Roussel et al., 2010).  
Uma das limitações consideradas por Manabe et al. (2008) na 
confirmação da importância da sensibilidade dos blastos ao glicocorticoide foi a 
vulnerabilidade à subjetividade do observador na avaliação morfológica de 
blastos no sangue periférico, inclusive já sugerindo a aplicabilidade da citometria 
de fluxo como método de avaliação mais objetivo. Além disso, para minimizar a 
variabilidade de contagem interobservador, é necessário ter domínio e habilidade 
na correta identificação de células blásticas (van de Geijn et al., 2011). 
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A diferenciação microscópica requer preparação e coloração adequadas do 
esfregaço de sangue periférico e contagem manual por um observador habilidoso. 
Devido ao baixo número de células contadas (100 a 200), principalmente em 
amostras com acentuada leucopenia e/ou com distribuição desigual das células 
nucleadas na lâmina, erros estatísticos amostrais podem ocorrer frequentemente. 
As contagens manuais são, portanto, demoradas, exigem operadores experientes 
e, em alguns casos, dependem de interpretações subjetivas, com reprodutibilidade 
variável (Björnsson et al., 2008; Roussel et al., 2010, Jo et al., 2011). 
Meshinchi et al. (2001) compararam o método de citometria de fluxo em 
relação à citomorfologia na avaliação da cinética da redução precoce dos blastos 
na medula óssea do sétimo dia da indução. Houve significativa discordância na 
porcentagem de células leucêmicas avaliada pelos dois métodos. Em oito de 46 
pacientes (17%), houve divergência na quantificação de blastos do D7. Em seis 
pacientes, a medula óssea foi classificada como M3 (mais de 25% de blastos) 
pela citomorfologia, enquanto a CF evidenciou medula óssea M1/M2 (menos de 
25% de blastos). Em contrapartida, em dois pacientes, a citomorfologia classificou 
a medula óssea como M1/M2 e a citometria de fluxo como M3.  
A citometria de fluxo já foi utilizada como ferramenta de identificação de 
blastos no sangue periférico, no D8 da indução, em LLA de linhagem B, com o 
objetivo de detecção de doença residual mínima (DRM), usando um painel 
simples e reprodutível de anticorpos monoclonais. Segundo os autores, uma das 
vantagens da citometria de fluxo, além da objetividade dos resultados, é a 
possibilidade de rapidez na liberação dos achados em curto prazo e a 
intervenção terapêutica baseada nesses resultados ainda na fase de indução 
(Borowitz et al., 2008; Bowman et al., 2011). 
Considerando o clearance de blastos no sangue periférico ou na medula 
óssea como importante fator prognóstico independente em LLA pediátrica, a 
precisa identificação de respondedores lentos permite a intensificação da 
quimioterapia e, possivelmente, melhores resultados terapêuticos. Em 
contrapartida, se pacientes respondedores rápidos são identificados, esquemas 
terapêuticos menos intensivos podem ser utilizados, com menor risco de 
morbidade infecciosa e de graves eventos adversos tardios (Pui, 2012).  
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2.2 Glicocorticoide e LLA na infância 
 
O significado da importância da rápida resposta ao corticoide na fase de 
indução, como mais um critério para a individualização da terapêutica, corre em 
paralelo à motivação, ocorrida nos anos 90, de ensaios in vitro para 
determinação de receptores de glicocorticoide contidos nos blastos, bem como 
testes in vitro de sensibilidade ao corticoide (Kato et al., 1993; Haarman et al., 
2004). Entretanto, essa relação entre a resposta in vivo e in vitro ao 
glicocorticoide ainda permanece controversa e requer estudos adicionais. A 
resistência ao glicocorticoide na LLA da infância constitui importante fator 
prognóstico adverso, de forma que, mais recentemente com o estudo do 
genoma e o reconhecimento dos SNPs do gene receptor de glicocorticoide, o 
padrão de resposta individual a diversas doenças tratadas com glicocorticoide, 
entre elas a LLA, permanece como alvo de investigação. A redução dos blastos 
no sangue periférico no D8 reflete a resposta in vivo precoce dos blastos aos 
glicocorticoides, e muitos estudos têm avaliado vários genes responsáveis por 
essa sensibilidade (Holleman et al., 2004; Tissing et al., 2007). 
No atual seguimento da LLA pediátrica, embora o monitoramento da 
resposta precoce à terapia seja considerado elemento fundamental na 
caracterização da doença, torna-se necessária a melhor compreensão da 
influência de polimorfismos genéticos na sensibilidade ao arsenal terapêutico 
(Salisbury et al., 2003). 
A LLA na infância é, por vários motivos, um modelo de doença oncológica 
para compreensão do potencial clínico da complexidade da farmacogenética e 
sua influência nos fenótipos de resposta a drogas (Davidsen et al., 2008). A 
estratégia de individualização da terapia cada vez mais precoce, com a 
intensificação do esquema quimioterápico para alguns pacientes implica a médio 
e longo prazo, em efeitos adversos graves como cardiotoxicidade e toxicidade 
renal. Além disso, o maior risco de osteonecrose, hipertensão arterial sistêmica, 
hiperglicemia, obesidade e outros efeitos deletérios têm sido associados ao uso 
de corticoide em altas doses (Schäcke et al., 2002; te Winkel et al., 2010). 
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No tratamento da LLA, os glicocorticoides são elementos fundamentais 
em diversas etapas da terapia, em especial na indução da remissão. Seus 
efeitos nos linfoblastos envolvem a promoção de bloqueio do ciclo celular e 
indução de apoptose (Fleury et al., 2004; Marino et al., 2009), ambas reduzindo 
a proliferação celular. A resposta dos linfoblastos ao glicocorticoide é altamente 
preditiva da resposta terapêutica na LLA na infância. Entretanto, nem sempre 
essa resposta ao corticoide é ótima, de forma que a compreensão da 
citotoxicidade do glicocorticoide é crucial para a perspectiva futura de se 
explorarem possibilidades de modulação da resposta celular. 
Os esteroides hormonais (EH) são constituintes essenciais do sistema de 
comunicação intracelular e manutenção da homeostase. Os glicocorticoides 
endógenos são a maior subclasse de EH e modulam grande número de funções 
metabólicas, cardiovasculares, imunes e comportamentais (Greenstein et al., 2002).  
Os glicocorticoides têm ampla atuação em muitos processos biológicos, 
incluindo metabolismo, desenvolvimento, diferenciação, imunidade, reprodução 
e atividade neuronal. Podem agir como agente antiproliferativo em tipos 
específicos de células, motivo pelo qual são usados como imunossupressores e 
anti-inflamatórios, e, também, na terapia de lise de células neoplásicas. São 
capazes de alterar a sinalização da via de sobrevivência celular, o que pode 
resultar em parada de crescimento celular ou de apoptose de diversos tipos 
celulares (Bertorelli et al., 1998; Schlossmacher et al., 2011).  
Embora os glicocorticoides sejam usados no tratamento de LLA há mais 
de 50 anos, as bases moleculares da resposta a esses agentes ainda são 
desconhecidas. Os glicocorticoides exercem a maioria de suas funções por 
intermédio de alteração da transcrição de genes responsivos ao glicocorticoide, 
cujos efeitos celulares são mediados por um gene denominado NR3C1 que 
codifica a proteína do receptor de corticoide, membro de uma grande família de 
receptores hormonais nucleares (Schlossmacher et al., 2011). 
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2.3 Receptor de glicocorticoide (RGC) 
 
No meio intracelular, a maioria dos efeitos dos glicocorticoides é mediada 
por uma proteína chamada receptor de glicocorticoide (RGC), amplamente 
distribuída na constituição celular dos seres humanos. Filogeneticamente, ele 
pertence a uma família de receptores hormonais nucleares, entre os quais estão 
incluídos receptores de mineralocorticoides, andrógenos, progestágenos, 
estrógenos, vitamina D, hormônio tireoidiano e ácido retinoico (Mangelsdorf et 
al., 1995). Toda essa família exerce papel importante na regulação transcricional 
e se encontra envolvida em diversas funções fisiológicas, tais como 
desenvolvimento embrionário, diferenciação celular e homeostase. Além disso, 
essas moléculas estão implicadas em doenças como o câncer.  
O receptor de glicocorticoide, antes de se ligar ao substrato, encontra-se 
no citoplasma como parte de um complexo oligomérico que o mantém em uma 
conformação estrutural adequada para receber o seu ligante, sendo então, 
transformado de um fator de transcrição silencioso a ativo quando se liga a 
moléculas de glicocorticoides (Norman, Hearing, 2002). Todos os membros da 
família de receptores hormonais nucleares compartilham a mesma característica 
estrutural, com três domínios: (1) o domínio N-terminal, com 421 aminoácidos, 
contém sequências responsáveis pela transativação de genes-alvos e interage 
com outros fatores de transcrição e com a maquinaria de transcrição basal da 
célula; (2) a região zinc finger, na porção central da molécula do receptor, é 
constituída pelo domínio DNA-ligante (DNA-binding domain), com 65 
aminoácidos, que se liga aos elementos responsivos ao glicocorticoide e 
participa da dimerização, translocação nuclear e transativação; (3) o domínio C-
terminal, ou domínio ligante terminal, com 250 aminoácidos, contém sítios de 
ligação esteroide-específico, e sequências importantes para ligação das 
proteínas heat shock (heat shock protein - hsp) e de outras coativadoras para a 
translocação nuclear, dimerização e transativação, bem como silenciamento do 
receptor na ausência de hormônio (Figura 1) (Tissing et al., 2003; Manenschijn 
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para a regulação da expressão gênica. Os dois domínios zinc finger responsáveis 
pela ligação ao DNA são codificados pelos éxons 3 e 4. A estrutura gênica 
contém os demais éxons 5, 6, 7, 8, 9α ou 9β, o domínio corticoide ligante-
dependente e o ligante-dependente AF2, (activation factor 2) responsável pelo 
recrutamento de moléculas coativadoras, além da região 3’ não traduzida. A 
expressão do receptor de glicocorticoide é altamente variável e responsabiliza-se, 
como já assinalado, por diferentes efeitos dos corticosteroides. 
 
 
2.5 Isoformas do gene NR3C1 
 
Pui et al. (1983) investigaram sítios de ligação de corticoide em blastos de 
pacientes com recaída de LLA e não encontraram associação com 
características clínicas iniciais, resposta ao tratamento ou duração da remissão. 
Desde então, a expressão de RGC e suas isoformas têm sido objeto de 
investigação de um amplo espectro de doenças tratadas com corticoterapia. 
A transcrição do gene NR3C1 gera, por splicing alternativo, diferentes 
transcritos que diferem em suas porções 5’ e 3’. Esse processo resulta em seis 
isoformas distintas do RGC, incluindo α, β, γ, A, B e P (Lauten et al., 2003; 
Haarman et al., 2004; Gross et al., 2009). As múltiplas isoformas do RGC 
geradas por splicing alternativo e, por modificações pós-translacionais 
apresentam, cada uma delas, diferentes potenciais de transdução de sinais e 
têm sido funcionalmente testadas. Geralmente, a magnitude da resposta celular 
ao glicocorticoide é dependente dos níveis hormonais aos quais a célula é 
exposta, da concentração de receptores na célula e, da eficiência da transdução 
do sinal mediado pelo receptor de glicocorticoide (Schmidt et al., 2004). 
A isoforma RGC-α é um fator de transcrição ligante-dependente, com 777 
aminoácidos, expresso na maioria das células. O transcrito RGC-β é gerado 
pela união do éxon 8 ao éxon 9β, que resulta em uma proteína constituída por 
742 aminoácidos, cuja função é atuar como inibidor dominante negativo da ação 
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do RGC-α. O aumento da expressão das isoformas β, γ, A e P parece contribuir 
para a resistência ao glicocorticoide, mas não constitui achado uniforme em 
todos os estudos experimentais (de Lange et al., 2001; Lauten et al., 2002; 
Haarman et al., 2004; Koga et al., 2005; Tissing et al., 2005a). 
A resistência aos glicocorticoides em neoplasias hematológicas parece 
ser mediada por diferentes níveis de expressão das isoformas do NR3C1 
(Haarman et al., 2002). É tema ainda controverso, haja vista que não foi 
demonstrada associação entre os níveis da isoforma RGC-β e resistência ao 
glicocorticoide na LLA pediátrica (Haarman et al., 2004; Zhou, Cidlowski, 2005). 
O mecanismo biológico de resistência ao corticoide ainda é 
desconhecido. São vários os fatores relacionados, entre eles, a distribuição das 
isoformas dos receptores de glicocorticoide e a presença de proteínas 
ativadores do RGC (Lauten et al., 2002; Norman, Hearing, 2002). O número de 
receptores expressos nas células leucêmicas e sua afinidade de ligação aos 
glicocorticoides podem ser informativos da responsividade aos mesmos (Kato et 
al., 1993; Haarman et al., 2002).  
 
 
2.6 Mecanismos biológicos de ação do glicocorticoide 
 
Os glicocorticoides são lipofílicos e penetram na célula por difusão 
passiva (Davidsen et al., 2008). Como já mencionado, seus efeitos são 
mediados pela ligação intracitoplasmática com receptores de glicocorticoide, que 
agem como “gatilho” para deflagrar os efeitos genômicos. Entretanto, há 
evidências de efeitos não genômicos, mediados via receptores da membrana 
celular e interação de proteínas citoplasmáticas na sinalização celular, 
responsáveis por inúmeras funções em diferentes tipos celulares, entre elas o 
efeito imunossupressor. Claramente, são inúmeros os efeitos biológicos dos 
glicocorticoides, mediados por uma surpreendente diversidade de mecanismos 
de sinalização (Revollo, Cidloswski, 2009).  
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Postula-se que a ligação dos glicocorticoides ao seu receptor induza a 
uma alteração na estrutura terciária ou quaternária do receptor de 
glicocorticoide, que permite que o complexo corticoidereceptor seja ligado a 
sítios de alta afinidade na cromatina e atue como fator de transcrição, regulando 
a expressão gênica (Yamamoto, 1985; Manenschijn et al., 2009). O complexo 
receptor-ligante é translocado até o núcleo, onde se liga a elementos específicos 
responsivos ao glicocorticoide para subsequente transativação ou transrepressão 
(inibição da transcrição) na resposta mediada pelo gene NR3C1 (Marino et al., 
2009; Labuda et al., 2010). 
A molécula do RGC, antes de se ligar ao substrato específico, encontra-
se no meio citoplasmático formando um heterocomplexo com várias protein heat 
shock (hsp90, hsp70, hsp40) e várias imunofilinas tais como FKBP51, que 
mantêm o RGC em estado inativo (Yang et al., 2012). As chaperones hsp-90, 
associadas a várias outras chaperones são essenciais para o funcionamento 
normal do RGC (Tissing et al., 2005b). Uma vez ativado pela ligação ao 
glicocorticoide, o receptor sofre alterações conformacionais, levando à 
dissociação das chaperones citoplasmáticas e sinalização para sua migração 
para o núcleo. Esses sinais são reconhecidos por um grupo de proteínas de 
translocação nuclear, que ativa o RGC dentro do núcleo celular. Uma vez no 
núcleo, o receptor de glicocorticoide pode agir como fator transcricional ou 
inibidor do gene e do ambiente celular (Yang et al., 2012; Schlossmacher et al., 
2011). Ressalte-se, entretanto, não ter sido encontrada associação significante 
entre os níveis de hsp90/hsp70 e a sensibilidade ao glicocorticoide em LLA, 
quando comparado a grupos controles (Tissing et al., 2005b).  
Ativado o complexo do receptor de glicocorticoide, rapidamente ocorre a 
formação de heterodímeros que por meio do domínio DNA-ligante na porção 
central do receptor, interagem com sequências de nucleotídeos específicos 
chamados de elementos responsivos ao glicocorticoide (ERGC), em regiões 
promotoras dos genes-alvo. O complexo receptor de glicocorticoide e ERGC 
recrutam proteínas coativadoras, como as histonas acetiltransferases, que 
“abrem” a estrutura da cromatina e iniciam a maquinaria celular transcricional 
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mediada pelo gene NR3C1. Alternativamente, o receptor de glicocorticoide pode 
se ligar a ERGC negativos em região promotoras de genes para a supressão da 
transcrição, ocorrendo o recrutamento de proteínas coativadoras como as 
histonas deacetilases, que mantém a cromatina “fechada”, estruturalmente 
desfavorável ao processo de transcrição, ocorrendo, então, a transrepressão, 
importante na função anti-inflamatória dos glicocorticoides (DeRijk, Kloet, 2008; 
Schlossmacher et al., 2011).  
A sinalização do receptor de glicocorticoide é determinada por uma 
combinação de mecanismos envolvendo sua acessibilidade ao ligante, sua 
expressão e modificações translacionais que, por sua vez, são a chave para a 
ativação do gene NR3C1. Entre elas, a fosforilação no domínio N-terminal, 
regulada por várias cinases intracelulares, algumas delas imprescindíveis para a 
transativação gênica; a ubiquitinação; a sumoilação com capacidade inibitória da 
transativação; e a acetilação que regula a função do NR3C1 dependendo do tipo 
celular em que ocorre (Yang et al., 2012). Além da transativação e transrepressão, 
um terceiro mecanismo de ação do RGC envolve mecanismos de ativação não-
genômicos, como já assinalado anteriormente (Revollo, Cidloswski, 2009). 
A apoptose é um mecanismo ativo de indução de morte celular, 
importante e necessário para a homeostasia. O desequilíbrio no balanço entre 
as vias de sinalização da proliferação e da morte celular está relacionado à 
patogênese de diversas doenças, inclusive as neoplásicas. O mecanismo pelo 
qual os glicocorticoides induzem a apoptose não está completamente 
esclarecido e parece variar dependendo do tipo celular. Para que os 
glicocorticoides tenham valor como agentes quimioterápicos, eles devem induzir 
a morte de células suscetíveis, de forma que não deflagrem uma resposta 
inflamatória sistêmica (Greenstein et al., 2002). Há evidências de que na maioria 
dos tipos celulares, a apoptose induzida pelo glicocorticoide ocorre pela via 
intrínseca, em nível mitocondrial, por intermédio do estímulo de proteínas pró-
apoptóticas, membros da família das caspases Bcl-2, tais como Bim, Bid e Bad; 
e/ou pela inibição de proteínas anti-apoptóticas, tais como Bcl-xL. A participação 
das caspases 3, 6 e 7 está bem definida na apoptose induzida pelo glicocorticoide 
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(Schlossmacher et al., 2011). Um exemplo da atuação da via apoptótica para 
induzir morte tumoral é o papel da proteína pró-apoptótica Bim, necessária para 
a indução de morte linfocitária por corticoides (Maia, Rumjanek, 2010).  
 
 
2.7 Polimorfismos de um único nucleotídeo (SNPs) no gene receptor de 
glicocorticoide NR3C1 na LLA infantil 
 
Os polimorfismos de DNA são variações que ocorrem no genoma com 
frequência acima de 1% na população (Farah, 2007). Essas variações podem 
ser responsáveis pela susceptibilidade de um indivíduo ao desenvolvimento de 
certa doença, bem como, pode justificar diferentes respostas individuais aos 
medicamentos. Os polimorfismos que alteram a sequência de bases, 
frequentemente envolvem somente uma única base, são designados, em inglês, 
Single Nucleotide Polymorphism - SNP (Salisbury et al., 2003; Parmigiani, 
Camargo, 2010). As transições entre as purinas: guanina ↔ adenina, G ↔ A, 
ou entre bases pirimídicas: citosina ↔ timina, C ↔ T são mais as frequentes 
(Farah, 2007). 
Nos últimos anos, a farmacogenômica na LLA da infância tem-se tornado 
amplo campo de pesquisa translacional (Cheok, Evans, 2006). Como as 
crianças com LLA são tratadas por meio de protocolos uniformes, inseridas em 
grupos colaborativos, com terapia baseada no grupo de risco e superfície 
corpórea, isso permite explorar se a variabilidade individual de resposta ao 
tratamento pode ser explicada por polimorfismos gênicos relacionados, por 
exemplo, à disposição de drogas no meio intracelular. Dentre as variações 
genéticas com potencial importância na resposta aos agentes quimioterápicos, 
estão os polimorfismos, dos quais destacam-se os SNPs (Yang et al., 2012).  
Como já mencionado, os glicocorticoides são fundamentais no tratamento 
da LLA, e a resposta in vivo a esse grupo de drogas, é considerada importante 
fator prognóstico para o sucesso terapêutico na LLA. Entretanto, há variabilidade 
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considerável na resposta ao tratamento, bem como em relação aos efeitos 
adversos. Sugere-se que polimorfismos nos genes envolvidos na farmacocinética 
e/ou farmacodinâmica dos glicocorticoides possam estar subjacentes a diferenças 
interindividuais de eficácia e toxicidade aos corticosteroides (Felder-Puig et al., 
2007; Davidsen et al., 2008; te Winkel et al., 2010; Labuda et al., 2010).  
Diferentes perfis de sensibilidade ao glicocorticoide são observados em 
pacientes tratados para diferentes doenças. Recentemente, vários polimorfismos 
do gene NR3C1 têm sido descritos (Labuda et al., 2010). Poucos estudos 
avaliaram o impacto desses polimorfismos na eficácia ou resistência ao 
glicocorticoide. Os estudos são, geralmente, limitados à associação entre SNPs 
e efeitos colaterais droga-induzidos (Marino et al., 2009; Cheok et al., 2009).  
Dentre os vários polimorfismos clinicamente relevantes, descritos no gene 
NR3C1, destaca-se o íntron 2 +646C/G (rs414223247), correspondente à 
substituição do nucleotídeo C por G no íntron 2, localizado na junção éxon/ 
íntron (Fleury et al., 2004; Marino et al., 2009). O alelo G variante foi associado 
à hipersensibilidade in vivo ao corticoide, quando comparado ao alelo selvagem 
(Davidsen et al., 2008). A frequência do alelo G é de, aproximadamente 37% 
(Xiang, Marshall, 2013). Dessa forma, o genótipo GG associou-se a aumento da 
sensibilidade ao glicocorticoide e, portanto, com incidência mais elevada de 
hipertensão arterial, do aumento do índice de massa corpórea, hiperinsulinemia, 
obesidade com aumento da gordura visceral abdominal e depressão 
(Manenschijn et al., 2009). 
Fleury et al. (2004) estudaram 222 crianças diagnosticadas com LLA 
entre 1989 e 2000, tratadas com diferentes protocolos poliquimioterápicos que 
continham corticoide. Os pacientes incluídos no protocolo DFCI 87-01 e 95-01 
receberam prednisona na dose de 40 mg /m²/dia por três semanas para indução 
da remissão clínica. Aqueles elegíveis para o protocolo DFCI 91-01 receberam 
dexametasona na dose de 6 a 18 mg/m²/dia, de acordo com os critérios de risco 
dos pacientes. Em 219 crianças avaliadas, demonstrou-se associação entre o 
genótipo GG do íntron 2 +646C/G, e redução da sobrevida global, mas não na 
sobrevida livre de eventos. 
25 
Revisão da literatura 
 
 
Tissing et al. (2005c) investigaram 53 crianças com diagnóstico de LLA, 
expostas à monoterapia com prednisona na dose de 60 mg/m²/dia por sete dias 
e uma dose de metotrexato IT. No D8 foi avaliada a resposta à prednisona, 
segundo os critérios do grupo BFM. Investigaram-se a resposta ao 
glicocorticoide in vivo e in vitro e sua associação com seis polimorfismos 
relacionados ao gene NR3C1, entre eles, o íntron 2+646C/G. Não foi constatada 
nenhuma associação significativa. Marino et al. (2009) estudaram 36 crianças 
com LLA, tratadas de acordo com o protocolo AEIOP-BFM ALL 2000. Não 
houve, igualmente, associação entre presença do SNP íntron 2+646C/G e 
estratificação de risco e/ou efeitos adversos, em particular toxicidade infecciosa.  
Outro polimorfismo do gene NR3C1, 9βT/C (rs6198), exclusivamente 
encontrado na isoforma RGC-β, atua como regulador dominante negativo da 
função transcricional da isoforma do RGC-α, acarretando relativa resistência ao 
glicocorticoide (Manenschijn et al., 2009). Sugere-se que este polimorfismo 
resulte em aumento da expressão e estabilidade in vivo da isoforma β do RGC, 
que por sua vez é produzido por splicing alternativo do gene NR3C1.  
O aumento da expressão da variante β do RGC pode provavelmente estar 
relacionado à resistência ao glicocorticoide. Os efeitos do receptor de 
glicocorticoide na inflamação e no sistema imune são mediados principalmente 
pela transrepressão gênica. O polimorfismo 9βT/C atua na redução da 
transrepressão. Logo, associa-se a um sistema imune mais ativo. Os resultados 
sugerem que o SNP 9βT/C possa exercer importante papel nas células do 
sistema imune; os efeitos desse polimorfismo pode estar limitado aos tecidos 
com altos níveis da variante β do receptor de glicocorticoide, característico das 
células imunes (van den Akker et al., 2006). Sua função fisiológica tem sido 
questionada, uma vez que constitui apenas 0,1% do total de isoformas do 
receptor de glicocorticoide em algumas células (Pujols et al., 2002; Tissing et al., 
2005a). Entretanto, Labuda et al. (2010) estudaram 310 crianças com 
diagnóstico de LLA entre 1989 a 2003 e demonstraram que o genótipo 9β TT 
associou-se a SLE inferior. 
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Na LLA da infância, a escolha de métodos mais sensíveis para a definição 
do padrão de resposta ao glicocorticoide, como a citometria de fluxo, bem como, a 
definição de genótipos que possam modular a resposta à terapia proposta, entre 
os quais se destacam os SNPs do gene receptor de glicocorticoide, são apenas 
alguns exemplos que indicam a importância de uma estratificação adequada dos 
pacientes em grupos de risco distintos, visando a índices de cura mais elevados 



























O estudo foi submetido e aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa 
(CEP) da Universidade Federal de São Paulo / EPM (Anexo 1). 
Os pais ou responsáveis assinaram o Termo de Consentimento livre e 
esclarecido. Os pacientes, entre 6 e 17 anos, assinaram o Termo de 
Assentimento, antes da coleta de medula óssea e sangue periférico para o 
estudo (Anexos 2, 3 e 4). 
 
 
3.1 Delineamento do Estudo 
 
Na comparação entre a contagem de blastos pelos métodos morfológico e 
citometria de fluxo, o estudo é transversal, não controlado, realizado com 
amostra de conveniência. No que se refere aos polimorfismos do gene receptor 
de glicocorticoide NR3C1, o estudo é de coorte prospectiva, não controlado, 
com seguimento incompleto de pacientes.  
 
 
3.2 População de Estudo  
 
No período de 13 de julho de 2010 a 31 de janeiro de 2014, 64 pacientes 
foram diagnosticados com LLA no Laboratório de Hematologia no Instituto de 
Oncologia Pediátrica (IOP/GRAACC) do Departamento de Pediatria da 
Universidade Federal de São Paulo (UNIFESP). Destes, 54 pacientes realizaram 
o protocolo GBTLI LLA-2009 (Anexo 5); oito foram tratados de acordo com o 
Protocolo Intercontinental Berlin-Frankfurt-Mϋenster (IC-BFM 2002) e dois com o 
Protocolo Interfant-99. Nesse período, as amostras de sangue periférico e/ou 
medula óssea (MO) desses pacientes, coletadas ao diagnóstico, foram utilizadas 
para a extração de DNA e criopreservadas, conforme previsto no protocolo 





No período entre 07 de dezembro de 2011 e 31 de janeiro de 2014, foi 
feita a pesquisa de dois polimorfismos relacionados ao gene NR3C1 em todos 
os pacientes, inclusive nas amostras criopreservadas. Também nesse período, 
foi realizado o estudo comparativo da contagem de blastos entre a 
citomorfologia e citometria de fluxo, no qual 31 pacientes foram incluídos.  
Os critérios de exclusão foram: 
− Idade maior ou igual a 18 anos; 
− Pais (ou responsáveis) de pacientes que não autorizaram a entrada 
no estudo; 
− Portadores de leucemia de células B madura; 
− Portadores de LLA recidivada ou previamente tratada com 
poliquimioterapia. 
 
A avaliação inicial para diagnóstico de LLA, no Protocolo GBTLI LLA-
2009, consistiu na coleta de hemograma com esfregaço, mielograma, 
imunofenotipagem por citometria de fluxo analisados no Laboratório de 
Hematologia no IOP/GRAACC, e análise de citogenética clássica e de biologia 
molecular, realizada no Laboratório de Genética no IOP/GRAACC. A medula 
óssea foi coletada pelo médico oncologista e o sangue periférico por enfermeira 
devidamente treinada. 
De acordo com o Protocolo GBTLI LLA-2009, os pacientes foram 
classificados pelo imunofenótipo, como portadores de leucemia B ou T-derivada; 
pela citogenética ou biologia molecular, se havia cromossomo Philadelfia (Ph+) 
ou transcrito BCR-ABL1 p190; respectivamente e, segundo a faixa etária, LLA 
do lactente (abaixo de um ano de vida). O Protocolo prevê planejamentos 
terapêuticos específicos para cada grupo. Os pacientes com LLA de linhagem B 
foram classificados ao diagnóstico em dois subgrupos de risco distintos: baixo 
risco (BR) se a leucometria inicial era inferior a 50.000/mm³ e a idade superior a 
um ano e inferior a nove anos; alto risco (AR): leucometria superior ou igual a 





está preconizado o início da terapia com uma fase de indução que consiste em 
sete dias de monoterapia com corticoide (prednisona na dose de 60 mg/m²/dia) 
e uma dose intratecal de MTX. O primeiro ponto de avaliação da resposta à 
corticoterapia foi realizado no D8 da indução, de acordo com a contagem 
citomorfológica de blastos no sangue periférico. Os pacientes foram 
considerados respondedores rápidos (RR) se a contagem de blastos estivesse 
inferior a 1.000/mm³ e respondedores lentos (RL), se linfoblastos superior ou 
igual a 1.000/mm³, independente do grupo de risco. O critério utilizado para 
classificar os pacientes em respondedores lentos ou rápidos foi igualmente 
aplicado nos outros grupos de crianças (LLA T-derivada, Ph+ e lactentes). 
 
 
3.3 Coleta e preparo do esfregaço do sangue periférico no D8 
 
A coleta do sangue periférico foi feita da seguinte forma:  
(1) usando seringa sem anticoagulante, foi aspirado 2 mL de sangue por 
punção venosa periférica no membro superior;  
(2) antes da amostra ser colocada em tubo contendo EDTA (2 mL), foram 
feitos três esfregaços codificados com as iniciais do paciente, a data e 
uma sequência de números e letras, ou apenas letras, cuja 
identificação apenas a enfermeira conhecia. Esses esfregaços eram 
então, nomeados como esfregaços sem anticoagulante;  
(3) o restante da amostra foi colocado em um tubo com EDTA e 
devidamente homogeneizado. Dessa amostra, foram realizados três 
esfregaços, como descrito acima, nomeados esfregaços com 
anticoagulante (Davis et al., 2013); 
(4) O tubo com a amostra coletada e as lâminas foram encaminhados em 






(5) Uma alíquota dessa amostra foi utilizada para a realização do 
hemograma por automação, pelo equipamento Cell-Dyn Ruby (Abbott 
Diagnostic®), para a determinação da leucometria total; 
(6) Para a coloração das lâminas foi utilizado o corante de Leishman 
(Oliveira, 2007).Todas as lâminas coradas foram arquivadas para 
revisão, se necessário. 
 
 
3.4 Avaliação citomorfológica da contagem de blastos no D8 da indução 
 
Para a contagem morfológica de blastos ao microscópio óptico, com 
objetiva de imersão (100x), foram avaliadas sistematicamente 200 células por 
dois observadores, denominados como 1 e 2; e 100 células por um observador, 
denominado 3. Todos os avaliadores eram experientes em Hematologia e 
desconheciam a contagem de cada um, bem como os resultados da 
quantificação de blastos pela citometria de fluxo. 
Os observadores desconheciam quais os códigos referentes às lâminas 
com e sem anticoagulante, bem como escolhiam aleatoriamente duas lâminas 
para a contagem diferencial dos elementos celulares.  
 Após a contagem percentual dos blastos, os observadores anotavam os 
resultados em uma ficha individual de avaliação do D8, identificada com o 
número específico de cada observador, bem como tentavam definir conforme 
sua avaliação do esfregaço, qual lâmina teria sido preparada com ou sem EDTA 
(Anexo 7).  
Os resultados da quantificação de blastos pela citomorfologia 
considerados para a comparação com a citometria de fluxo foram a média das 







3.5 Avaliação imunofenotípica por citometria de fluxo da contagem de blastos 
no D8 da indução 
 
O restante da amostra coletada em EDTA foi destinado à realização da 
imunofenotipagem. O processamento da amostra, aquisição e análise dos dados 
foi realizado no mesmo dia da coleta do material ou, no máximo, em 24 horas 
após a sua entrada no laboratório.  
Foram pipetados de 50 a 100 µL de sangue periférico em cada tubo, de 
acordo com a celularidade da amostra. As células foram submetidas à marcação 
direta com os seguintes anticorpos monoclonais (AcMo) conjugados a 
fluorocromos (Anexo 8) (Stelzer et al., 1997; Basso et al., 2001; Ruiz-Argüelles 
et al., 2005; Wood et al., 2007; Bertho, Ferraz, 2013): 
Para os pacientes com LLA B-derivada: tubo 1: IgG1 – FITC, IgG1 – PE, 
IgG1 – CyChrome; IgG1-APC (BD-Pharmigen, San Jose, CA, USA); tubo 2: 
CD45-FITC, CD10-PE (BD-Pharmigen, San Jose, CA), CD34-PerCP, CD19–APC 
(BD Biosciences San Jose, CA, USA); tubo 3: Syto-13 (Green – Fluorescent 
Nucleic Acid Stains, Invitrogen, Carsblad, CA, USA) para comprovação da 
viabilidade celular da amostra avaliada (Wlodkowic et al., 2008; Tarnok, 2008). 
Para os pacientes com LLA-T: tubo 1: IgG1-FITC, IgG1-PE, IgG1-
CyChrome (BD-Pharmigen, San Jose, CA, USA); tubo 2: TdT-FITC (Dako 
Denmark A/S), CD5 ou CD7-PE (BD-Pharmigen, San Jose, CA, USA), CD3 
citoplasmático (cCD3)-PerCP (BD Biosciences San Jose, CA, USA). Se TdT não 
estivesse expresso, foi prevista sua substituição pelo marcador CD34; tubo 3: 
Syto-13 para comprovação da viabilidade celular da amostra avaliada. 
Para a marcação das células, foram pipetados 5 µL de cada AcMo de 
membrana na amostra nos tubos 1 e 2. No tubo 3, cujas paredes foram 
protegidas da luz, foi pipetado 0,5 µL de Syto-13 (diluído 1:1.000). Os tubos 
foram homogeneizados no vórtex e incubados por 15 minutos no escuro, à 
temperatura ambiente. A seguir, as amostras foram submetidas à lise de 





Immunocytometry Systems, San Jose, CA) diluída em 1/10 em água destilada, 
passadas no vórtex e incubadas por 10 minutos no escuro em temperatura 
ambiente (Stelzer et al., 1997; Ruiz-Argüelles et al., 2005; Davis et al., 2007; 
Wood et al., 2007; Bain, 2010; Kalina et al., 2012). Após a centrifugação (1600 
rpm por 3 min), o sobrenadante era descartado e as células lavadas com 2 mL 
de solução tampão de PBS (Phosphate buffered saline)-azida, por duas vezes 
ou por quantas vezes fossem necessárias, para que o material estivesse 
límpido. A seguir, o pellet foi ressuspenso em 0,5 mL de PBS-azida para 
aquisição da amostra no citômetro. Nos casos em que foi necessária marcação 
intracelular, as células foram marcadas com anticorpo de citoplasma, incubadas 
por 10 minutos e lavadas novamente, antes da ressuspensão (Stelzer et al., 
1997; Davis et al., 2013; Tanqri et al., 2013). 
A aquisição e análise dos dados foram feitas em citômetro de fluxo modelo 
FACSCalibur (Becton Dickinson Immunocytometry Systems, San Jose, CA), 
usando o software BD CellQuest Pro™ (BD Biosciences San Jose, CA, USA). A 
calibração e compensação de fluorescência foram realizadas utilizando-se 
Calibrite Beads (Becton Dickinson Immunocytometry Systems, San Jose, CA, 
USA). Para todas as amostras foram adquiridos 15.000 eventos totais. A 
identificação de blastos iniciou-se com a avaliação dos parâmetros de tamanho 
(Forward Scatter Cell - FSC) e complexidade celular (Side Scatter Cell - SSC), 
delimitando a região (R1) com as células de interesse (pequeno a médio tamanho 
e baixa complexidade interna), representadas em gráficos bidimensionais (dot-
plot), seguida da quantificação segundo sua marcação imunofenotípica. Para a 
LLA B: CD19+, CD45 de fraca a moderada intensidade, CD34+ e/ou CD10+ 
(Figura 2). Para LLA T: coexpressão do TdT com os demais marcadores da 
linhagem T (cCD3 e CD5 ou CD7) (Stelzer et al., 1997; Basso et al., 2001; Bain, 
2010; Behm, 2012). A quantificação dos blastos foi feita pela média entre as 
porcentagens encontradas nas diferentes combinações imunofenotípicas. A 
seguir, foi feita a análise do gráfico referente à marcação celular com Syto-13, 
para o cálculo do fator de correção (Figura 3). A contagem final dos blastos foi o 








Figura 2 – Gráficos dot-plot demonstrando um exemplo de identificação de blastos em 
paciente com LLA comum: (a) FSC e SSC; (b) SSC e CD45; (c) CD34 e CD19 (blastos 
representados pela cor verde); (d) CD19 e CD45 de fraca intensidade (blastos 
representados pela cor verde). 
0 200 400 600 800 1000
FSC-H
05/12.003
100 101 102 103 104
CD45 FITC
05/12.003 (b) (a) 






Figura 3 – Marcação celular com Syto-13 e cálculo do fator de correção. 
 
 
3.6 Identificação dos polimorfismos do receptor de glicocorticoide NR3C1  
 
3.6.1 Extração de DNA 
O DNA genômico, das 54 amostras investigadas, foi extraído a partir de 2 
mL de medula óssea ou sangue periférico, utilizando-se o kit Wizard SV 
Genomic DNA Purification System (Promega, Madison, Wisconsin, EUA), de 
acordo com as normas do fabricante seguidas pelo Laboratório de Genética do 
IOP/GRAACC.  
O DNA extraído foi quantificado e avaliado, em relação à sua qualidade e 
concentração, por meio do espectrofotômetro NanoDrop 2000 (Thermo 
Scientific, Wilmington, DE,USA).  
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Para realizar a discriminação alélica dos SNPs íntron 2 +646C/G 
(rs414223247) e 9βT/C (rs6198) do gene NR3C1, foram escolhidos ensaios 
Taqman® SNP Genotyping Assay (Applied Biosystems, Foster City, CA). Para a 
genotipagem do SNP íntron 2 +646C/G, foi utilizado o ensaio customizado 
AHBKEE3B e, para o SNP 9βT/C, o ensaio não customizado C__8951023_10, 
com primers e sondas reagentes desenhados, sintetizados e validados pela 
Applied Biosystems-Life Technologies (Foster City, CA).  
Foram escolhidas cinco amostras para a padronização e otimização das 
reações. Foram testados os volumes finais de reação de 10 µL e 25 µL, e 
quantidade de DNA de 20 ng e 30 ng. Todas as reações foram realizadas em 
um mesmo equipamento de PCR (Polymerase Chain Reaction) em Tempo Real 
(7500 Fast Real-Time PCR System, Applied Biosystems-Life Technologies). A 
reação final padronizada para a genotipagem de ambos os SNPs investigados 
utilizou o protocolo TaqMan® Universal Master Mix II for Genotyping com 30ng 
de DNA genômico e volume final de 25 µL. As análises foram realizadas com o 
7500 Software v 2.0.6. 
 
 
3.7 Análise Estatística  
 
A análise estatística de todas as informações coletadas nesta pesquisa foi 
inicialmente feita de forma descritiva pelo cálculo de algumas medidas-resumo, 
como média, mediana, valores mínimo e máximo, desvio-padrão (DP), 
frequências absoluta e relativa (porcentagem), além de gráficos de dispersão 
bidimensional e de Bland-Altman (Bland, Altman, 1999). 
As análises inferenciais empregadas com o intuito de confirmar ou refutar 
evidências encontradas na análise descritiva foram: 
• Coeficiente de Correlação Intraclasse (Intraclass Correlation Coefficient 
– ICC), no estudo da reprodutibilidade tanto da contagem de blastos 





• Coeficiente de Correlação de Spearman (rs), para avaliar a concordância 
entre a contagem de blastos com e sem a marcação pelo Syto-13 e 
entre os métodos citomorfológico e citometria de fluxo. 
• Gráfico de Bland-Altman com limites de concordância definidos pela 
diferença média das contagens de blastos entre morfologia e citometria 
de fluxo com ± 1,96DP. 
• Teste de Qui-quadrado de Pearson, teste exato de Fisher ou sua 
extensão (Agresti, 1990), para o estudo da comparação dos perfis 
genotípicos dos SNPs íntron 2 +646C/G e 9βT/C do gene NR3C1, 
segundo as variáveis sexo, idade e leucometria ao diagnóstico, linhagem 
celular e contagem de blastos no D8 da indução. 
 
Foi estimada a probabilidade de sobrevida global e livre de eventos 
através do método Kaplan-Meier. 
Em todas as conclusões obtidas pelas análises inferenciais foi utilizado o 
nível de significância α igual a 5%. 
Os dados foram digitados em planilhas do Excel 2010 para Windows, para 
o adequado armazenamento das informações. As análises estatísticas foram 
realizadas com os programas estatísticos Statistical Package for the Social 




























4.1 Características clínico-laboratoriais dos pacientes  
 
No período compreendido entre 13 de julho de 2010 e 31 de janeiro de 
2014, 64 pacientes com diagnóstico de LLA, ingressaram no Instituto de 
Oncologia Pediátrica (IOP/GRAACC) da UNIFESP. Desses, 54 realizaram o 
protocolo GBTLI LLA-2009; 53 foram incluídos na pesquisa de dois 
polimorfismos relacionados ao gene NR3C1 e 31 no estudo da comparação da 
contagem de blastos entre os métodos citomorfológico e citometria de fluxo no 
D8 da indução (Figura 4). 
Figura 4 – Fluxograma dos pacientes elegíveis para o estudo. 
 
Dos 54 pacientes estudados, 59,3% (n=32) foram do sexo masculino. A 
idade ao diagnóstico variou de 2,8 meses a 17,3 anos, com idade média de 7,9 
± 4,8 anos e mediana de 7,6 anos. A leucometria inicial variou de 1.190/mm3 a 
515.000/mm3, com mediana de 11.420/mm3.  
  
















Em relação ao imunofenótipo, a LLA de precursor B representou 75,9% 
(n=41) da amostra, sendo que 48,1% (n=26) caracterizaram-se pelo fenótipo 
LLA comum. O imunofenótipo T ocorreu em 18,6% (n=10) dos casos. O subtipo 
leucemia aguda de fenótipo misto (LAFM) ocorreu em 4% dos pacientes (n=2).  
Não houve comprometimento do SNC ao diagnóstico em 78% (n=42) dos 
pacientes.  
As características relacionadas à análise citogenética clássica, 
encontram-se no Anexo 9. Na avaliação da biologia molecular, o transcrito do 
gene de fusão ETV6/RUNX1 foi identificado em 24,1% (n=13) dos pacientes, o 
BCR/ABL1 em 7,4% (n=4), e o MLL/AF4 em 1,9% (n=1). 
No protocolo GBTLI LLA-2009 os pacientes portadores de LLA B derivada 
são inicialmente divididos em baixo (BR) ou alto risco (AR) baseado nos critérios 
de acordo com idade e leucometria ao diagnóstico, situação do SNC (SNC 3) e 
número de cromossomos (hipodiploidia menor que 45 cromossomos). Foram 
classificados como de alto risco 37% (n=20) de nossos pacientes, sendo 75% 
(n=15) deles segundo os critérios de idade e leucometria ao diagnóstico, 15% 
(n=3) por infiltração do SNC e 10% (n=2) devido o uso de corticoide prévio. Os 
classificados inicialmente como de baixo risco, representaram 33,3% (n=18) do 
grupo (Tabela 1).  
Na amostra estudada, 90,7% (n=49) dos pacientes foram considerados 
respondedores rápidos D8 da indução, pela contagem menor que 1.000 
blastos/mm³ no sangue periférico. No D8 da indução, entre os pacientes 
portadores de LLA B derivada, dois (11,1%) pacientes inicialmente classificados 
como baixo risco (BR), migraram para AR-RL pela contagem de blastos no 
sangue periférico. No décimo quinto dia da indução (D15), pelos níveis de DRM 
por citometria de fluxo (CF), 12 (66,7%) pacientes permaneceram como baixo 
risco intermediário (BRI), com níveis de DRM ≥ 0,01% e < 10%, dois (11,1%) 
como baixo risco verdadeiro (BRV) com DRM-CF < 0,01%, e quatro (22,2%) 
pacientes como AR-RL com DRM-CF ≥ 10%. Os demais três pacientes que 





A distribuição dos pacientes estudados segundo suas características 
clínico-laboratoriais está representada na Tabela 1. 
 
Tabela 1 - Número e porcentagem dos pacientes segundo características clínico-
laboratoriais 
Variável Categoria N % 
Sexo Masculino 32 59,3 
 Feminino 22 40,7 
Idade <1 ano 2 3,7 
 >1 e <9anos 30 55,6 
 >9 anos 22 40,7 
Leucometria inicial <50.000/mm3 43 79,6 
 >50.000/mm3 11 20,4 
Imunofenótipo LLA pró-B 1 1,9 
 LLA comum 26 48,1 
 LLA pré-B 14 25,9 
 LAFM 2 3,7 
 LLA T 10 18,5 
 NR* 1 1,9 
Status SNC 1 42 77,8 
 2 6 11,1 
 3 6 11,1 
Risco Inicial  B-AR  20 37,0 
 B-BR 18 33,3 
 T 10 18,5 
 Ph+ 4 7,4 
 MLL+ 1 1,9 
 MLL - 1 1,9 
Blastos no D8 <1.000/mm³ 49 90,7 
 ≥1.000/mm³ 5 9,3 
Total  54 100,0 
*Diagnóstico de LLA realizado por biópsia de medula óssea. B-BR: LLA B derivada-baixo risco;  
B-AR: LLA B derivada - alto risco; T: LLA T derivada; Ph: LLA cromossomo Philadelfia (Ph) positivo; 
MLL +: LLA do lactente com rearranjo MLL positivo; MLL -: LLA do lactente com rearranjo MLL 






4.2 Avaliação comparativa da contagem de blastos no sangue periférico no D8 
 
Dos 31 pacientes recrutados para o estudo comparativo entre morfologia 
e citometria de fluxo para contagem de blastos no D8, em 87% deles (n=27), foi 
possível realizar essa avaliação; quatro pacientes, no período determinado para 
esta análise, apresentaram leucometria total no D8 menor que 1.000/mm³, o que 
inviabilizou essa comparação. Dentre os pacientes avaliáveis, a leucometria no 
D8 variou de 1.220/mm³ a 172.200/mm³, com mediana de 3.000 leucócitos/mm³. 
A amostra estudada foi constituída por 26 pacientes que apresentavam 
contagens de blastos abaixo de 1.000/mm³ no D8, e apenas um paciente 
representante do subgrupo de mau respondedor à prednisona, com contagem 
acima de 1.000 blastos/mm³. 
As características clínico-laboratoriais desse subgrupo foram semelhantes 
às da amostra total.  
 
4.2.1 Avaliação comparativa da contagem de blastos pelo método 
citomorfológico com e sem o uso de EDTA 
Foram realizadas comparações das contagens de blastos com e sem 
EDTA no sangue coletado. Duas comparações foram feitas: entre contagens de 
cada observador e também entre os observadores. Os observadores 1 e 2 
realizaram a contagem de 200 células e o observador 3 avaliou 100 células. No 
momento da contagem, os observadores nomeavam aleatoriamente as lâminas 
em esfregaços sem anticoagulante ou com anticoagulante. 
Dos 27 pacientes avaliáveis em uma amostra não foram realizados 
esfregaços sem anticoagulante. Os índices de acertos e erros dos observadores 







Tabela 2 – Distribuição dos índices de acertos e erros dos observadores quanto 
à presença ou ausência de EDTA no esfregaço (n=26*) 
Avaliação do 
esfregaço 
 Acerto Erro Total 
 N % N % N % 
Observador 1 Com EDTA 13 50,0 13 50,0 26 100,0 
Sem EDTA 14 53,8 12 46,2 26 100,0 
Total 27 51,9 25 48,1 52 100,0 
Observador 2 Com EDTA 15 57,7 11 42,3 26 100,0 
Sem EDTA 16 61,5 10 38,5 26 100,0 
Total 31 59,6 21 40,4 52 100,0 
Observador 3 Com EDTA 11 42,3 15 57,7 26 100,0 
Sem EDTA 12 46,2 14 53,8 26 100,0 
Total 23 44,2 29 55,8 52 100,0 
*Excluído um paciente para o qual se realizou apenas o esfregaço com EDTA. 
 
Na avaliação isolada de cada observador, não houve diferença na 
contagem percentual de blastos em esfregaços realizados com e sem 
anticoagulante (Figuras 5, 6 e 7). 
 
Figura 5 – Gráfico de comparação da contagem percentual de blastos com e sem 







Figura 6 – Gráfico de comparação da contagem percentual de blastos com e sem 





Figura 7 – Gráfico de comparação da contagem percentual de blastos com e sem 






Na avaliação citomorfológica entre os observadores 1 e 2, com a 
contagem de 200 células, nas amostras com EDTA, houve excelente 
concordância (Figura 8). De forma análoga, quando comparada a avaliação 
citomorfológica entre os observadores 1 e 2, nas amostras sem EDTA, houve 
também excelente concordância (ICC=1[99,9;1]; p<0,001).  
 
 
Figura 8 – Gráfico de comparação da contagem percentual de blastos com EDTA entre 







Na avaliação comparativa da média das contagens dos observadores 1 e 
2 com o avaliador 3 (100 células), demonstrou-se, igualmente, forte 
concordância com ou sem a presença de EDTA. Os coeficientes de correlação 




Figura 9 – Gráfico de comparação em percentual entre a média da contagem de 
blastos pelos observadores 1 e 2 e a contagem do observador 3 com EDTA pela 
citomorfologia; ICC = 0,889 [77,3; 94,7]; p < 0,001 (n=27). 
 
 
4.2.2 Avaliação comparativa entre os métodos citomorfológico e 
citometria de fluxo na contagem de blastos  
Os valores da contagem morfológica de blastos considerados para a 
comparação com a citometria de fluxo foram: a média da contagem em número 
absoluto entre os observadores 1 e 2, e a contagem em número absoluto do 
observador 3, ambas com EDTA. 
Apesar da marcação com o Syto-13 ter demonstrado que a amostra 
analisada era constituída predominantemente de células viáveis, comprovada 





sem o fator de correção, para a análise comparativa com a citomorfologia, de 
forma sistemática, foi considerada a contagem absoluta de blastos corrigida pela 
marcação com o Syto-13.  
Na avaliação de todos os pacientes (n=27), houve concordância satisfatória 
entre os métodos citomorfológico e citometria de fluxo na contagem de blastos, 
com rs= 0,465 (p=0,014). Quando considerada a amostra de 26 pacientes, 
excluído o único paciente com contagem acima de 1.000 blastos/mm³ (156.700 
blastos/mm³), também foi observada concordância satisfatória entre os métodos 
(Figura 10).  
 
 
Figura 10 – Gráfico de comparação da contagem absoluta de blastos com EDTA entre 
os métodos citomorfológico e citometria de fluxo; rs = 0,400; p=0,043. Em verde, as 
contagens mais divergentes entre os métodos (n=26) 
 
Na comparação entre a contagem citomorfológica de blastos realizada 
pelo observador 3, houve concordância mais elevada com a citometria de fluxo 
com rs = 0,566 (p=0,001). Ao incluir o paciente com elevada contagem absoluta 





A figura 11 corresponde ao diagrama de dispersão de Bland-Altman, usado 
para ilustrar a comparação da quantificação de blastos entre os métodos, 
excluindo-se o paciente com blastos acima de 1.000/mm³. Observou-se elevada 
concordância entre as contagens de blastos por esses dois métodos de avaliação, 
sendo a diferença média entre eles igual a 97,9 (IC95% de 0 a 200), com limites 
de concordância variando de 560,8(+1,96 DP) a -365(-1,96 DP). Como 
representado na Figura 10, em dois pacientes, houve discrepância notável na 
quantificação de blastos entre os métodos citomorfológico e citometria de fluxo. 
SD: Desvio-Padrão; Mean: Média 
 
Figura 11 – Gráfico de Bland-Altman para verificar o grau de concordância entre as 
contagens de blastos pela citomorfologia (média das contagens com EDTA, entre 
observadores 1 e 2) e citometria de fluxo (n=26). As linhas tracejadas em vermelho 
representam o intervalo de confiança de 95%.  
  
























































Na categorização dos grupos de pacientes, segundo a contagem de 
blastos em menor ou maior/igual a 1.000/mm³, conforme critério de 
estratificação de risco do Protocolo GBTLI-LLA 2009, houve concordância em 
todos os casos avaliados. Entretanto, foram encontrados quatro casos com 
ausência de blastos pela citometria de fluxo e contagens variando de 41 a 925 
blastos/mm³ pela citomorfologia (Tabela 3). 
 
Tabela 3 – Distribuição dos pacientes segundo a categorização da contagem de 
blastos no D8 pela citomorfologia* e citometria de fluxo 
Blastos pela CF/mm³ 
Blastos pela Morfologia /mm³ Total 
N (%) 0 1 a 999 ≥1.000 
0 4 4 0 8 (29,6) 
1 a 999 0 18 0 18 (66,7) 
≥ 1.000 0 0 1 1 (3,7) 
Total N (%) 4 (14,8) 22 (81,5) 1 (3,7) 27 (100) 
* Média das contagens em número absoluto dos observadores 1 e 2 com EDTA 
 
 
4.3 Polimorfismos do gene NR3C1 
 
Do total de 54 pacientes, 53 foram avaliados para a identificação dos 
genótipos dos SNPs, íntron 2 +646C/G e 9βT/C, do gene NR3C1. Um paciente 
foi excluído devido à qualidade e quantidade inadequada do DNA.  
Quanto ao SNP íntron 2 +646C/G, 62,3% (n=33) dos pacientes, 
apresentaram genótipo CC, 7,5% (n=4) foram homozigotos para o alelo G e 
30,2% (n=16) foram genotipados como CG (Tabela 4). A frequência do alelo 
polimórfico G foi equivalente a 23%. Quanto ao SNP 9βT/C, a incidência do 
genótipo CT foi 28,3% (n=15) e a do genótipo TT foi 71,7% (n=38) (Tabela 5). 
Não foram identificados indivíduos com o genótipo CC. Nos pacientes estudados, 
a frequência do alelo C polimórfico foi de 14%. A distribuição genotípica dos 





Não foram observadas associações entre a presença dos genótipos do 
SNP íntron 2 +646C/G e as características clínico-laboratoriais (Tabela 4). O 
subgrupo de pacientes com o alelo G em homozigose foi constituído por 75% 
(n=3) de portadores de LLA B derivada e 25% (n=1) de pacientes com LLA T-
derivada. 
 
Tabela 4 – Distribuição dos pacientes segundo o genótipo para SNP íntron 2+ 
646C/G, em relação às características clínico-laboratoriais (n=53) 
Variável Categoria 
Genótipo íntron 2 +646C/G Total 
p 
CC CG GG N(%) 
Sexo masculino 20 9 2 31 (58,5) >0,999 
feminino 13 7 2 22 (41,5)  
Idade <1 ano 0 1 1 2 (3,8) 0,226 
>1 e <9 anos 18 9 2 29 (54,7)  
>9 anos 15 6 1 22 (41,5)  
Leucometria <50.000/mm³ 27 13 1 43 (81,1) >0,999 
>50.000/mm³ 6 3 1 10 (18,9)  
Linhagem 
celular 
B derivada 25 14 3 42 (79,2) 0,698 
T derivada 6 2 1 9 (17)  
Fenótipo misto 2 0 0 2 (3,8)  
Total N (%)  33 (62,3) 16 (30,2) 4 (7,5) 53 (100)  







Não foram observadas associações entre a presença dos genótipos do 
SNP 9βT/C, e características clínico-laboratoriais (Tabela 5). O subgrupo de 
pacientes genotipados como TT foi constituído por 74% (n=28) de portadores de 
LLA B derivada, 21% (n=8) LLA T-derivada e 5% (n=2) de pacientes com LLA do 
lactente. 
 
Tabela 5 – Distribuição dos pacientes segundo o genótipo para SNP 9βT/C, em 
relação às características clínico-laboratoriais (n= 53) 
Variável Categoria 
Genótipo 9βT/C Total 
p 
CT TT N(%) 
Sexo masculino 8  23 31(58,5) 0,632a 
feminino 7  15 22(41,5)  
Idade <1 ano 0  2 2(3,8) >0,999a 
>1 e <9 anos 9  20 29(54,7)  
>9 anos 6  16 22(41,5)  
Leucometria <50.000/mm³ 14  29 43(81,1) 0,249b 
>50.000/mm³ 1  9 10(18,9)  
Linhagem 
celular 
B derivada 14  28 42(79,2) 0,509a 
T derivada 1  8 9(17)  
Fenótipo misto 0  2 2(3,8)  
Total N(%)  15(28,3)  38(71,7) 53(100)  







De acordo com os resultados das Tabelas 6 e 7, não houve associação 
significativa entre os SNPs íntron 2 +646C/G e 9βT/C e a contagem de blastos 
pela citomorfologia no sangue periférico no D8 da indução. 
  
Tabela 6 – Número e percentual dos genótipos do SNP íntron 2 +646C/G, em 
relação à contagem de blastos pela citomorfologia* no D8 (n=53)  
Genótipo 
íntron 2 +646C/G 
Blastos D8 
p < 1.000 ≥ 1.000 Total 
N (%) N (%) N (%) 
CC 29 (59,2) 4 (100) 33 (62,3) 
0,509 CG 16 (32,7) 0 (0) 16 (30,2) 
GG 4 (8,2) 0 (0) 4 (7,5) 
Total 49 (100) 4 (100) 53 (100)  
Extensão do Teste Exato de Fisher 
*Média da contagem em número absoluto de blastos entre os observadores 1 e 2 com EDTA 
 
 
Tabela 7 – Número e percentual dos genótipos do SNP 9βT/C, em relação à 
contagem de blastos pela citomorfologia* no D8 (n=53)  
Genótipo 9βT/C 
Blastos D8 
p < 1.000 ≥ 1.000 Total 
N (%) N (%) N (%) 
CT 15 (30,6) 0 (0) 15 (28,3) 
0,568 
TT 34 (69,4) 4 (100) 38 (71,7) 
Total 49 (100) 4 (100) 53 (100)  
Teste Exato de Fisher 







Em nosso estudo, na avaliação da evolução do grupo de 54 pacientes, 
9,2% (n=5) migraram, no D8 da indução, para o subgrupo de MRP, pelo critério 
da contagem de blastos no sangue periférico. Desses cinco, um não foi 
genotipado, devido à qualidade insatisfatória do DNA. Os demais quatro 
pacientes apresentaram genótipo CC para SNP íntron 2 +646C/G, e TT para 
SNP 9βT/C. Nesses que tiveram sua intensificação na terapia a partir deste 
ponto de avaliação, dois foram submetidos a transplante de células-tronco 
hematopoiéticas (TCTH) haploidêntico. Um paciente apresentou recidiva 
medular isolada após o TCTH com evolução para o óbito por doença refratária.  
Ocorreram quatro recaídas medulares isoladas no período avaliado. Um 
desses pacientes era portador do alelo G quanto ao SNP íntron 2 +646 C/G; 
todos eram portadores do alelo T em homozigose quanto ao SNP 9βT/C.  
Em nossa amostra, oito pacientes (14,8%) evoluíram para óbito. O índice 
de morte indutória foi 3,7% (n=2). A incidência de recaída medular isolada nos 
pacientes foi de 7,4% (n=4) durante o tratamento. Dentre os quatro pacientes 
com recidiva e óbito, três apresentavam o genótipo CC para SNP íntron 2 
+646C/G. Apenas um paciente era portador do alelo G em heterozigose, e 
apresentava a peculiaridade de ter sido classificado LLA B derivada com ETV6-
RUN1 positivo, baixo risco pela idade e leucometria ao diagnóstico, e bom 
respondedor à prednisona no D8.  
Os quatro pacientes que foram a óbito por causas infecciosas, um deles 
em segunda remissão clínica completa, eram TT para SNP 9βT/C. Apenas um 
pacientes desse grupo era portador do alelo G para SNP íntron 2 +646C/G, e 
tratava-se de um paciente, do sexo masculino, com LLA do lactente MLL 
negativo, bom respondedor à prednisona no D8. 
O índice de remissão clínica completa foi 94,2% ao término da indução. 
Com mediana de seguimento de 19,9 meses (0,9 a 42,7), oito pacientes 
encontram-se vivos e fora de terapia e 38 vivos em tratamento, com sobrevida 



























O tratamento da leucemia linfoide aguda infantil, estruturado de acordo 
com a estratificação dos pacientes segundo o risco de recaída, permitiu os 
avanços terapêuticos observados nos últimos 50 anos. Entretanto, muitos 
pacientes ainda recidivam, tornando-se necessárias estratégias terapêuticas 
cada vez mais individualizadas. Ressalte-se que a quimioterapia hoje utilizada 
ainda se beneficia de drogas descobertas antes da década de 80 (Schrappe et 
al., 2000; Pui, 2012). O progresso do tratamento nas últimas duas décadas 
deveu-se, fundamentalmente, à identificação de marcadores prognósticos 
clínicos e biológicos, o que proporcionou a otimização dessas estratégias. 
Uma característica fundamental no tratamento atual baseia-se no 
princípio de que a intensidade do tratamento deva ser proporcional ao risco de 
recaída (Pui, 2012). Os parâmetros clínicos como a idade e a leucometria ao 
diagnóstico são critérios usados para estratificação de risco, assim como 
características biológicas, tais como o imunofenótipo dos linfoblastos, ploidia, 
anormalidades cromossômicas e rearranjos gênicos. Fatores prognósticos com 
acurácica mais acentuada, entretanto, continuam sendo pesquisados e relatados 
em vários estudos. A velocidade de resposta in vivo das células leucêmicas à 
quimioterapia é determinada pela combinação de variavéis clínico-celulares, 
como a sensibilidade intrínseca dos blastos às drogas, a fase do ciclo celular 
dos blastos e a resposta do indivíduo à metabolização de drogas 
antileucêmicas. Nas últimas três décadas, muitos esforços têm sido feitos para 
desenvolver métodos, mais sensíveis e com elevada acurácia, que possam 
aferir a resposta ao tratamento de forma mais precisa que a tradicional 
morfologia à microscopia óptica (Campana, Coustan-Smith, 2002). Em paralelo, 
estudos foram realizados para avaliar o impacto de polimorfismos genéticos na 
resposta dos indivíduos aos diferentes agentes quimioterápicos e como isso 
influenciaria, direta ou indiretamente, nos resultados terapêuticos obtidos. 
Na primeira parte de nosso estudo, na qual 31 crianças portadoras de 
LLA foram avaliadas, objetivou-se investigar a concordância da citometria de 
fluxo em relação à citomorfologia como método de quantificação de blastos no 





contagem morfológica de blastos entre observadores independentes e fixos. Na 
segunda parte do estudo, com 54 crianças, avaliou-se a genotipagem para dois 
polimorfismos relacionados ao gene receptor de glicocorticoide NR3C1: íntron 
2+646C/G e 9βT/C. 
No grupo total de 54 pacientes, houve predominância do sexo masculino 
(59,3%), semelhante ao descrito na literatura, com prevalência um pouco mais 
elevada em meninos (1,2:1) (Howlader et al., 2013). A idade média observada 
ao diagnóstico foi de 7,9 anos, que está acima do pico de incidência clássico da 
LLA, entre 2 e 5 anos (Pui, 2012). A idade inferior a 12 meses prevaleceu em 
3,7% dos pacientes, semelhante ao descrito na literatura, que refere incidência 
de 2,5-5% no grupo de lactentes (Schrappe, Stanulla, 2003). 
Em nossos pacientes, pelo protocolo GBTLI LLA-2009, a idade igual ou 
superior a nove anos é considerada como critério de alto risco e foi observada 
em 44,4% (n=24) dos pacientes. Foi observada uma prevalência maior de 
pacientes de alto risco pelo grupo etário, provavelmente pelo fato do National 
Cancer Institute (NCI) considerar a idade igual ou superior a dez anos como 
fator de alto risco, o que ocorre em 15 a 26% dos casos (Smith et al., 1996), 
diferente do que é proposto pelo GBTLI LLA-2009.  
A frequência de leucometria inicial igual ou superior a 50.000/mm3 ocorre 
em aproximadamente 20% nas crianças portadoras de LLA (Pui, 2012). Esse é 
considerado um segundo critério clínico de alto risco de acordo com o NCI 
(Smith et al., 1996). Em nosso estudo, observamos em 20,4% dos pacientes, 
concordante com a literatura. 
Quanto ao imunofenótipo, observou-se prevalência de leucemia de células 
T de 18,5%, semelhante aos índices descritos para a faixa etária pediátrica que 
variam de 15 a 20% (Schrappe, Stanulla, 2003). A LLA de linhagem B ocorreu em 
77,8 % dos pacientes; na literatura a frequência desse fenótipo varia entre 80-
85% na LLA infantil (Schrappe, Stanulla, 2003; Bain, 2010; Behm, 2012). 
Aproximadamente 3% dos pacientes com LLA podem ter comprometimento 





prevalência encontrada de infiltração do SNC foi 11,1%, sendo dois com massa 
intracraniana e quatro pacientes por acometimento liquórico. A maioria dos 
pacientes classificados como SNC 3 eram portadoras de LLA B-derivada, 
apenas um apresentava LLA T- derivada e um deles era lactente, com LLA sem 
rearranjo MLL. 
Quanto às características citogenéticas, a hiperdiploidia (mais de 50 
cromossomos) esteve presente em 11,1% (n=6) dos casos, com prevalência 
inferior ao relatado na literatura, em torno de 25% (Pui et al., 2012). Apenas 1,8% 
de nossos pacientes apresentaram a t(4;11), a mais comum alteração estrutural 
cromossômica envolvendo o gene MLL em crianças com LLA, descrita em 
aproximadamente 2% dos casos (Johansson et al., 1998; Pui, 2012). Entre os 
quatro pacientes (7,4%) com LLA Ph positivo pela identificação do transcrito 
BCR/ABL1 por genética molecular, em dois deles houve achado pela citogenética 
clássica de t(9;22). A frequência de LLA Ph positiva em nossa amostra foi 
superior ao descrito na literatura, de 3-5% na LLA infantil (Aricò, 2010).  
O rearranjo ETV6-RUN1 foi observado em 24,1% dos pacientes e em 
28,5% das LLA de linhagem B (Anexo 9), frequência semelhante ao registrado 
pela literatura, estimada em torno de 20-25% nos casos de LLA B derivada. 
(Attarbaschi et al., 2004; Swerdlow et al., 2008; Bain, 2010). Um de nossos 




5.1 Comparações entre os métodos morfológico e citometria de fluxo 
 
Vários regimes de tratamento baseiam-se na velocidade da resposta 
precoce à terapia em diferentes momentos da fase de indução. Jacquillat et al. 
(1973) estudaram 130 pacientes, dos quais 100 deles tinham idade inferior a 20 
anos, e delinearam um protocolo terapêutico baseado na exposição a uma 





alcançasse a remissão morfológica. O corticoide nessa dose era mantido até 
que a contagem de blastos na medula óssea fosse inferior a 6%. Não havia 
intuito de se correlacionar o tempo de exposição ao corticoide à remissão 
clínica. A média de duração da remissão hematológica foi de 34 meses no grupo 
de pacientes com idade inferior a 20 anos, e de 11 meses nos demais pacientes. 
 Ainda na década de 70, a persistência de linfoblastos circulantes no 
sangue periférico já era considerada por vários autores como parâmetro 
importante na avaliação de risco. 
Em 1988, Rautonen et al., pela simplicidade e facilidade de acesso à 
contagem de blastos no sangue periférico, avaliaram o tempo de desaparecimento 
destes como critério de identificação de pacientes respondedores lentos à terapia e 
com maior risco de morte ou recaída. Introduziram a terminologia clearance de 
blastos, usada para definir o intervalo de tempo entre o diagnóstico de LLA e o dia 
em que nenhum blasto era identificável na contagem diferencial de 200 células no 
sangue periférico. No período de 1975 a 1984, 173 crianças com LLA foram 
estudadas e, em análise multivariada, o clearance de blastos foi fator prognóstico 
independente. A SLE em cinco anos foi de 60% no subgrupo de pacientes com 
desaparecimento de blastos periféricos em intervalo de tempo inferior ou igual a 
dez dias. Nos pacientes com clearance de blastos entre 11 e 13 dias ou superior 
a 13 dias, a SLE em cinco anos foi de 36% e 17%, respectivamente.  
Embora desde o estudo ALL-BFM 70, a fase de indução incluísse a 
monoterapia inicial com prednisona (Riehm et al., 2013), o ALL-BFM 83 foi o 
pioneiro protocolo a propor a avaliação sistemática da resposta in vivo ao 
glicocorticoide como fator prognóstico. Utilizando-se a contagem de blastos no 
sangue periférico, após exposição a sete dias de prednisona na dose de 60 
mg/m²/dia e uma dose de metotrexato intratecal (Riehm et al., 1987; Möricke et 
al., 2010), os pacientes foram divididos, em dois subgrupos: bons respondedores 
à prednisona (BRP), caracterizados pela contagem de linfoblastos inferior a 1.000 
blastos/mm³, e maus respondedores à prednisona (MRP), se a contagem era 
igual ou superior a 1.000 blastos/mm³. Observaram que até 10% dos pacientes 





versus 65% ± 2% nos BRP. Desde então, essa estratégia foi considerada para a 
estratificação de risco. Nos estudos subsequentes do grupo BFM, a SLE nos 
pacientes BRP manteve-se mais elevada do que nos MRP, independente da 
linhagem celular. A incidência cumulativa de recaída no SNC também era mais 
baixa nos pacientes BRP, variando entre 4% e 1% ao longo dos estudos BFM 
86, 90 e 95 (Reiter et al., 1994; Schrappe et al., 1996; Dördelmann et al., 1999; 
Schrappe et al., 2010; Möricke et al., 2010). Vários grupos cooperativos que 
utilizaram o mesmo critério de avaliação reconheceram a citorredução dos 
blastos no sangue periférico como poderoso fator prognóstico em LLA na 
infância (Aricò et al., 2002; Conter et al., 2010; Kamps et al., 2010).  
No St. Jude Research Hospital, entre os anos 1984 e 1988, Gajjar et al. 
(1995) também avaliaram, em 297 crianças tratadas com o protocolo St Jude 
Total Therapy Study XI, a importância da presença de linfoblastos no sangue 
periférico após uma semana de poliquimioterapia que incluía uso de corticoide. 
No estudo foi ressaltada a vantagem da avaliação não invasiva da contagem de 
blastos no sangue periférico, propiciando uma precoce individualização do 
esquema terapêutico. À semelhança do grupo BFM, a simples persistência de 
blastos circulantes no D8, seja inferior ou superior a 1.000/mm³, observada em 
14% (n=41) dos pacientes, associou-se, independentemente da linhagem celular 
de LLA, com SLE de 34% em cinco anos, comparada a 77% no subgrupo com 
ausência de blastos. 
No Brasil, o estudo GBTLI LLA-99 avaliando 1184 pacientes, entre 2000 e 
2007, utilizou como critério de estratificação para o grupo de alto risco, a 
contagem total de leucócitos (não de linfoblastos) superior a 5.000/mm³ no 
sétimo dia da indução (Brandalise et al., 2010). Também se comprovou que a 
velocidade de resposta à quimioterapia, embora aferida de forma diferente à 
introduzida pelo BFM, possuía valor prognóstico. O estudo atual GBTLI LLA-
2009, tem como um dos objetivos avaliar a resposta ao corticoide, após uma 
semana de prednisona na dose de 60 mg/m²/dia e metotrexato intratecal no D1 
da indução. Os pacientes são categorizados em respondedores rápidos (RR), 





lentos (RL), quando a contagem é igual ou superior a 1.000/mm³. Esse é o 
primeiro momento de possibilidade de mudança na estratificação inicial de risco, 
propiciando a intensificação da terapia nos pacientes que forem RL. A 
frequência de crianças com contagem igual ou superior a 1.000/mm³ na nossa 
amostra completa de 54 pacientes, foi de 9,2% (n=5), concordante com os 
achados descritos pelo grupo BFM, de até 10% (Riehm et al., 1987; Schrappe et 
al., 2000; Möricke et al., 2010; Stary et al., 2014).  
O estudo IC-BFM 2002 foi proposto para países em desenvolvimento, 
com acesso limitado a métodos de investigação de doença residual como 
citometria de fluxo e biologia molecular. Esse estudo observou que 90,2% 
(n=4.478) dos pacientes foram bons respondedores à prednisona no D8 da 
indução, com SLE aos cinco anos de 75% ± 1%, comparada com SLE de 59% ± 
2% observada no subgrupo de 9,8% dos pacientes MRP (Stary et al., 2014). 
Os resultados da citomorfologia tradicional são influenciados pela 
experiência dos citologistas e podem sofrer muita variação (Faucher et al., 2007). 
A enumeração de linfoblastos pelo método morfológico é processo subjetivo, 
dependente de vários fatores como a expertise dos observadores, critérios bem 
definidos para a identificação de linfoblastos e qualidade no preparo dos 
esfregaços. A avaliação do esfregaço, por sua vez, demanda tempo e é difícil sua 
padronização (Faucher et al., 2007; Roussel et al., 2010). Também é importante o 
reconhecimento da necessidade da formação de profissionais com habilidade em 
morfologia hematológica (Wood et al., 2007; van de Geijn et al., 2011), uma vez 
que o equívoco de classificar de células hematopoiéticas normais como 
linfoblastos pode resultar na recomendação de intensificar o tratamento e, por 
conseguinte, no aumento de morbidade relacionada à terapêutica. 
A contagem celular manual no sangue periférico de pacientes 
leucopênicos com LLA é mais laboriosa do que em pacientes com leucometria 
normal ou elevada. Entretanto, a identificação precisa de blastos nesses 
pacientes é extremamente relevante (Cherian et al., 2010). Já foi demonstrado 
por Roussel et al. (2010) que a leucopenia da amostra pode reduzir o grau de 





insuficiente de células contáveis. Além disso, observa-se heterogeneidade na 
distribuição de blastos no esfregaço de sangue periférico (Jo et al., 2011). 
Consequentemente, pode haver viés na seleção das áreas de contagem, uma 
vez que as células são distribuídas aleatoriamente e o morfologista pode 
selecionar uma área, rica em leucócitos, por exemplo, embora não 
representativa da distribuição global (Björnsson et al., 2008). Em nosso estudo, 
nas 31 amostras de sangue periférico, 70,9% (n=22) apresentavam leucometria 
inferior a 4.000/mm³, mas não foram feitas, objetivamente, tentativas de análise 
pelos observadores das dificuldades encontradas. 
Outros autores já descreveram a influência da subjetividade na contagem 
de blastos, inclusive determinada por alterações nas colorações usadas no 
esfregaço (Björnsson et al., 2008). Alguns reconhecem que existe boa 
concordância entre observadores quando a formação entre eles é semelhante e 
na mesma instituição há uniformidade na análise (Hübl et al., 1997), o que foi 
observado no nosso grupo, com elevada reprodutibilidade da contagem de 
blastos intra e interobservadores, com coeficiente de correlação intraclasse 
(ICC) igual ou muito próximo de 1. 
Alguns autores relataram, em amostras de medula óssea, que 
concentrações em excesso de EDTA (superior a 2 mL) influenciaram a 
morfologia das células mimetizando características displásicas (Lee et al., 2013). 
Nas avaliações de sangue periférico, também o excesso de EDTA é considerado 
causa de dano à membrana leucocitária (Gillio-Meina et al., 2013).  
O preparo dos esfregaços de sangue periférico é tradicionalmente 
realizado em nosso serviço com EDTA e a ausência do anticoagulante no 
esfregaço poderia prejudicar a distensão das células na lâmina com prejuízo da 
avaliação da periferia do esfregaço. Em nosso estudo, a presença ou ausência 
do anticoagulante como fator de limitação da análise ou prejuízo na identificação 
dos blastos também foi avaliada. Conforme já expresso na tabela 2, não se 
encontraram diferenças significativas quando os esfregaços eram preparados a 
partir de amostras com ou sem EDTA. Ressalte-se, também, que outras fontes 





estabeleceu-se previamente uma rotina uniforme na preparação e na avaliação 
dos esfregaços de sangue periférico. Além disso, a experiência dos 
observadores, provenientes da mesma instituição, era semelhante.   
Quando as contagens de blastos feitas pelo observador 3, que avaliou 
apenas 100 células, foram comparadas à média entre os observadores 1 e 2, 
manteve-se coeficiente de correlação intraclasse excelente (p<0,001). Esse 
dado sugere que a avaliação quantitativa de blastos no esfregaço de sangue 
periférico poderia ser realizada, como tradicionalmente operacionalizada, pela 
contagem de 100 células. Amostras com leucometria global até 30.000/mm³ 
justificam a contagem diferencial de no mínimo 100 células. As amostras com 
leucometria acima de 50.000/mm³, sem monotonia celular, merecem a contagem 
de pelo menos 200 células. Nos casos de monotonia celular, mesmo com 
hiperleucocitose, não há necessidade de contar mais de 100 células (Oliveira, 
2007). Nossa amostra caracterizou-se por leucometria no D8 variando de 
1.220/mm³ a 172.200/mm³, com mediana de 3.000 leucócitos/mm³, de forma que 
a contagem de 100 células confirmou-se satisfatória, conforme demonstrado 
pelo observador 3.  
No presente estudo, a contagem de blastos pela citometria de fluxo foi 
comparada com a contagem pela microscopia. Contagem rápida e acurada de 
células anormais é proporcionada pela citometria de fluxo e, embora seja 
também necessária a capacitação de profissionais para sua realização, ela 
proporciona uniformidade aos resultados, em especial nas amostras de difícil 
avaliação morfológica. As vantagens desse método incluem a análise 
multiparamétrica de características celulares, a capacidade de analisar grande 
número de células, a avaliação quantitativa mais precisa de subpopulações 
celulares e, ainda, a possibilidade de seleção de subpopulações específicas a 
serem utilizadas em outras aplicações (da Silva et al., 2013). Além disso, os 
resultados da CF também podem ser arquivados e analisados por outros 
observadores, propiciando a interpretação ainda mais objetiva (Basso et al., 





Conforme já mencionado anteriormente, a investigação de um método 
mais preciso de contagem de blastos considerou os fatores metodológicos que 
podem dificultar a diferenciação morfológica tradicional, como a de 
subpopulações de blastos “normais” e leucêmicos, bem como a subjetividade do 
observador (van de Geijn et al., 2011). Manabe et al. (2008) já haviam 
considerado a aplicabilidade da citometria de fluxo para a avaliação de blastos 
no sangue periférico, no intuito de superar a limitação da subjetividade da 
diferenciação celular por microscopia. Cherian et al. (2010) compararam, em 
102 amostras de sangue periférico, a citometria de fluxo com os métodos 
automatizado e citomorfológico, este com a contagem total de 200 células. Os 
blastos foram identificados na citometria de fluxo pela simples marcação de 
CD45 versus SSC, em conjunção com a expressão de CD34 e CD117. 
Demonstrou-se uma excelente correlação (r2 = 0,92) entre a citometria de fluxo e 
a contagem manual de blastos. Entretanto, em duas amostras a contagem de 
blastos foi superestimada pela morfologia: os blastos estavam ausentes pela 
citometria de fluxo, enquanto a morfologia indicava a presença de vários 
“blastos”, situação semelhante à de nosso estudo. 
 No presente estudo, a contagem de blastos pelo método da citometria de 
fluxo baseou-se em um painel simples de marcação com anticorpos monoclonais, 
em um único tubo. Outros dois tubos foram destinados ao controle isotípico e 
marcação pelo Syto-13 para comprovação de viabilidade na população de células 
estudadas. O método de lise de hemácias foi usado para a separação celular 
durante os procedimentos de marcação celular com anticorpos monoclonais, para 
que não ocorresse perda de subpopulações de leucócitos com contagens mais 
baixas de linfócitos (Tarnok, 2008; Tanqri et al., 2013). 
O painel usado para a identificação de blastos foi simples e de fácil 
realização, com marcadores essenciais para que nessa fase do tratamento, 
fossem apenas identificados os linfoblastos no sangue periférico, sem qualquer 
intuito de avaliar precocemente a doença residual mínima. Para LLA de 
linhagem B foi usado o painel com CD45-FITC/ CD10-PE/ CD34-PerCP / CD19-





CD3 citoplasmático (cCD3)-PerCP. Se TdT não estivesse expresso, foi prevista 
sua substituição pelo marcador CD34, o que não foi necessário, pois todos os 
pacientes possuíam linfoblastos com expressão de TdT. Nos dois pacientes com 
leucemia aguda de fenótipo misto (B/mieloide), foi usado o painel para LLA B-
derivada. Borowitz et al. (2008) também propuseram um painel de fácil e eficaz 
identificação de linfoblastos de linhagem B, na medula óssea, com quatro 
fluorescências, com o objetivo de avaliar níveis de doença residual mínima. 
Semelhantemente, foi usado o seguinte painel: a combinação de CD20-FITC / 
CD10-PE / CD45-PerCP / CD19-APC e CD9 FITC / CD34 - PE / CD45 –PerCP / 
CD19-PE.  
Alguns grupos propõem o uso de marcadores nucleares para excluir da 
contagem células residuais não nucleadas e debris, com o intuito de aumentar a 
precisão na quantificação de subpopulações de interesse no sangue periférico e 
medula óssea (Björnsson et al., 2008; van de Geijn et al., 2011). Em nosso 
estudo, para esse fim, usamos o Syto-13, um marcador de ácido nucleico, 
altamente permeável, com afinidade pelo núcleo de células vivas e com baixa 
fluorescência intrínseca (Wlodkowic et al., 2008; Tarnok, 2008). Concluiu-se que 
tal precaução não foi essencial para os resultados, uma vez que a concordância 
da contagem de blastos pela citometria e morfologia foi elevada, com ou sem o 
fator de correção gerado pela marcação com Syto-13 (rs=0,948; p<0,001). 
Sandes et al. (2013) usaram um marcador de DNA chamado DRAQ5, e também 
demonstraram que seu uso não foi fundamental na enumeração de blastos por 
CF em síndrome mielodisplásica (SMD), com alta correlação entre as contagens 
na sua ausência (r2=0,999; p< 0,001) comparável aos nossos achados.  
As amostras sanguíneas de pacientes em nossa instituição, no período do 
estudo comparativo entre as metodologias na contagem de blastos no sangue 
periférico, incluíram tão somente um paciente com leucometria no D8 de 
172.000/mm³, com elevada contagem de linfoblastos naquele ponto de avaliação 
(156.700/mm³). Ao avaliá-lo em conjunto com os demais pacientes, bons 
respondedores à prednisona, houve concordância satisfatória entre os métodos 





(p=0,014). Excluindo-se da amostra esse paciente mau respondedor à 
prednisona, e avaliando-se os pacientes com contagens de blastos inferiores a 
1.000/mm³, manteve-se correlação satisfatória e significante (rs=0,400; p=0,043), 
embora ela não possa ser classificada como ótima. De certa forma, isso era 
esperado, pois a citometria de fluxo é método mais sensível e específico do que 
a citomorfologia.  
Na comparação da média da contagem absoluta de blastos entre os 
observadores 1 e 2 (avaliação de 200 células) em relação à citometria de fluxo, foi 
possível destacar, em especial, dois pacientes com divergência considerável entre 
os métodos, com ausência de blastos pela CF e células contadas como linfoblastos 
pela morfologia, à semelhança do que foi relatado por Cherian et al. (2010).  
Um dos pacientes apresentou contagem citomorfológica de 925 
blastos/mm³, muito próxima do limite de 1.000 blastos/mm³, definido para 
estratificação de risco. Pela citometria de fluxo, não havia blastos. Essa paciente 
era do sexo feminino, portadora de leucemia aguda de fenótipo misto 
(B/mieloide), alto risco pela idade ao diagnóstico segundo os critérios do GBTLI 
LLA-2009, e ao D8, apresentava a leucometria total de 1.850/mm³. O segundo 
paciente apresentou 792 blastos/mm³ pela citomorfologia também com ausência 
de blastos pelo método imunofenotípico. Tratava-se de um paciente do sexo 
masculino, portador de LLA comum, baixo risco ao diagnóstico, com leucometria 
no D8 de 3.300/mm³. Esses casos ilustram a real possibilidade de equívoco na 
estratificação de risco, o que pode acarretar aumento desnecessário da intensidade 
da quimioterapia e, consequentemente, de morbidade para os pacientes. 
A avaliação do grau de concordância da contagem de blastos entre os 
métodos citomorfológico e citometria de fluxo já foi relatada em amostras de 
medula óssea normais / reativas e provenientes de portadores de SMD. As 
contagens de blastos entre observadores de dois centros distintos também 
foram avaliadas quanto à sua reprodutibilidade interobservadores e entre 
métodos de análise. Sandes et al. (2013) avaliaram 74 pacientes e observaram 
forte correlação (r2 = 0,72) na comparação morfológica entre os dois diferentes 





com lise de hemácias foi semelhante ao de nosso estudo (Ruiz-Argüelles et al., 
2005; Kalina et al., 2012). Foram delineados quatro diferentes critérios 
imunofenotípicos para a identificação de blastos. O painel com CD34+ e/ou 
CD117+HLADR+ apresentou a mais forte correlação com a morfologia com 
r2=0,77. O fenótipo CD34+ e CD45 fraco não foi suficiente para identificação 
precisa de blastos. 
Alguns autores também encontraram resultados divergentes entre os dois 
métodos, como observado no presente estudo. A classificação microscópica de 
leucócitos em condições patológicas pode ser difícil, especialmente se as 
células patológicas constituem a menor proporção da amostra. Björnsson et al. 
(2008) demonstraram divergências em avaliações de medula óssea de 
pacientes com LMA de linhagem monocítica, nos quais a contagem de blastos 
foi elevada pela citometria de fluxo e ausente na morfologia, sendo tais blastos 
classificados como monócitos imaturos e não monoblastos. Avaliando-se 102 
amostras provenientes de pacientes portadores de diferentes doenças, inclusive 
oncológicas, van de Geijn et al. (2011) compararam a contagem diferencial de 
leucócitos no sangue periférico pelo método manual ao microscópio, pela 
contagem automatizada e por citometria de fluxo. Foi realizada uma marcação 
simples para reconhecimento de blastos com CD45 fraco e CD34+. Observou 
um coeficiente de correlação de Spearman de 0,51 entre a morfologia e CF, 
semelhante ao encontrado em nosso estudo (rs=0,465). Em um subgrupo de 15 
pacientes com porcentagem de blastos superior a 1% no sangue periférico, em 
cinco pacientes houve divergência: a contagem variou entre 2% e 18,5% na 
microscopia e não havia linfoblastos pela citometria de fluxo. 
Nos casos de difícil interpretação ou dúvida na identificação de blastos, 
seja por alterações morfológicas não características de linfoblastos, seja por 
questões referentes à qualidade do esfregaço em especial em amostras com 
leucopenia, julgamos, portanto, que a citometria de fluxo é mais precisa na 
identificação dessas células. 
Nas últimas décadas, muitos esforços têm sido feitos para desenvolver 





de forma mais precisa do que a morfologia. Considerando um país com 
dimensões continentais como o Brasil, com formações acadêmicas diversas, 
pode ocorrer baixa reprodutibilidade nas contagens celulares, em especial de 
blastos, tanto entre indivíduos como entre laboratórios. Reconhece-se, todavia, 
a importância da avaliação morfológica, uma vez que é um método de baixo 
custo para a avaliação precoce de blastos. Entretanto, são necessários 
treinamento laborioso e consumo de tempo considerável para que ocorra 
reprodutibilidade entre as contagens. 
Até o momento, não existiam estudos em crianças brasileiras portadoras 
de LLA que comparassem a citometria de fluxo com a clássica avaliação 
citomorfológica, usada para a estratificação de risco na indução. Maior tempo de 
acompanhamento desses pacientes e aumento do tamanho amostral permitirão 
avaliar se a contagem por citometria de fluxo constitui-se em fator prognóstico 
independente, melhor que a contagem citomorfológica no D8 da fase de 
indução. É necessário, também, investigar as causas das discordâncias entre os 
dois métodos num número mais elevado de casos e acompanhar por mais 
tempo a evolução desses pacientes. É preciso ressaltar, ainda, que o painel de 
anticorpos proposto no presente estudo é factível e simples, embora 
evidentemente de custo mais elevado do que a citomorfologia. Pelo menos no 
que concerne à análise do sangue periférico do D8, não há necessidade do uso 
de Syto-13, o que diminui o custo do teste, uma vez sua adição ao protocolo não 
trouxe contribuição significativa na interpretação dos resultados. 
 
 
5.2 Polimorfismos dos gene receptor de corticoide NR3C1 
 
A despeito do uso disseminado de glicocorticoide, pouco é conhecido 
sobre os mecanismos celulares de sensibilidade e resistência em LLA na 
infância. A relevância de polimorfismos gênicos também é pouco estudada. 





sensibilidade ao corticoide, prevalência e gravidade dos efeitos adversos. É 
possível que polimorfismos funcionais no gene NR3C1 interfiram na 
sensibilidade a essa classe de medicação. A variabilidade na resposta a drogas 
ocorre intra e interpopulações e, idealmente, o tratamento individualizado seria 
útil para cada uma dessas variantes (Fleury et al., 2004). 
Aliado à busca de estratificação mais precisa dos pacientes, baseada na 
velocidade de resposta, há descrição de vários polimorfismos gênicos 
envolvidos no metabolismo de agentes quimioterápicos com importância 
prognóstica em LLA da infância. Uma dessas associações clássicas são os 
fenótipos variantes do gene relacionado ao metabolismo das tiopurinas (Stanulla 
et al., 2005). Análises genômicas de variantes polimórficas têm identificado 
SNPs específicos, como da IL-5, associado ao metabolismo de etoposide 
(Radtke et al., 2012), e SNPs relacionados ao carreador de folato no 
metabolismo do metotrexato (Gregers et al., 2010; Stevens et al., 2013). 
Poucos estudos envolvendo os polimorfismos relacionados ao gene 
NR3C1 e sua associação com LLA na infância têm sido publicados. Estudamos 
dois dos 16 polimorfismos descritos nesse gene: SNP íntron 2 +646C/G e 9βT/C 
em 53 pacientes portadores de LLA. A cinética da redução do linfoblastos, com 
importância prognóstica já demonstrada por vários grupos cooperativos, pode 
ser diferente em subgrupos de pacientes definidos por características genéticas. 
Alguns protocolos terapêuticos contemplam uma pré-fase na indução composta 
apenas por prednisona, sem quimioterapia intratecal, e assim, a redução dos 
blastos no D8 da indução pode refletir exclusivamente resposta precoce ao 
glicocorticoide. Nesse contexto, muitos genes, além do NR3C1, podem estar 
envolvidos na sensibilidade ou resistência ao corticoide tais como, F8A, 
CDK2AP1, BLVRB, CD69 (Holleman et al., 2004; Tissing et al., 2007; Silveira et 
al., 2013). O SNP íntron 2 +646C/G está associado à hipersensibilidade ao 
corticoide e o SNP 9βT/C por sua vez, associa-se à resistência (Labuda et al., 
2010), o que nos motivou a investigar dois polimorfismos relacionados ao gene 





O tratamento de LLA na infância é fundamentado no uso de glicocorticoide. 
Sua ação é complexa, dependente não somente de isoformas do receptor de 
glicocorticoide, mas também de uma cascata de eventos intracelulares levando à 
apoptose e/ou interrupção do ciclo celular. A resistência ao glicocorticoide é um 
fator de pior prognóstico no tratamento da LLA na infância.  
É de considerável importância a busca de métodos mais precisos de 
estratificação de pacientes em períodos mais precoces da terapia. A citorredução 
in vivo, abordada no item anterior é um deles. A investigação do perfil do SNPs do 
gene receptor de glicocorticoide NR3C1, conforme proposto neste estudo, é outra 
abordagem possível. De fato, já foi referido por diversos autores que os SNPs 
relacionados ao receptor de glicocorticoide NR3C1 podem exercer diferentes 
influências dependente do tecido, da doença de base e da etnia.  
Quanto às frequências alélicas, Labuda et al. (2010) investigaram o SNP 
íntron 2 +646C/G em uma amostra de 310 crianças com LLA. O alelo G 
apresentou frequência de 35%, valor superior aos 23% encontrado em nosso 
estudo. Davidsen et al. (2008) descreveram a frequência alélica G entre 33 e 
38%. Fleury et al. (2004) relataram a frequência genotípica mais elevada de CG 
em amostra de 219 crianças com LLA, e semelhante ao nosso estudo, o genótipo 
GG abrangeu 11% da amostra versus 7,5% encontrado em nossa casuística. 
Há estudos limitados na nossa população sobre a genotipagem de 
crianças com LLA quanto aos polimorfismos relacionados ao gene NR3C1. Na 
tabela 8, descrevemos os estudos em outros países envolvendo o SNP íntron 2 
+646C/G em crianças com LLA, com suas frequências genotípicas e tamanho 






Tabela 8 – Distribuição dos genótipos para o SNP íntron 2 +646C/G nos estudos 
em população pediátrica com LLA  
Autores 
Frequência (%) de Genótipos SNP 
íntron 2 +646C/G Amostra (n) 
CC CG GG 
Fleury et al., 2004 38,4 50,7 11,0 219 
Tissing et al., 2005c  40 48 12 53 
Marino et al., 2009 46 37 17 35 
Labuda et al., 2010 39,3 50,3 10 310 
Sousa AVL, 2014* 62,3 30,2 7,5 53 
*Presente estudo 
 
Considerando-se indivíduos de uma população saudável, Souza et al. 
(2014) pesquisaram vários polimorfismos relacionados ao gene NR3C1, entre 
eles, o SNP íntron 2 +646C/G com discriminação alélica feita por PCR em tempo 
real, como realizado no presente estudo. Foram estudados 264 indivíduos cujas 
frequências genotípicas foram: CC: 57,9% ; CG: 34,1% ; GG: 8,0% proporções 
semelhantes aos achados em nosso estudo (Tabela 4). A frequência do alelo 
polimórfico G foi de 25% no grupo estudado por Souza et al. (2014), também 
semelhante ao observado em nossos pacientes.  
Os autores ainda estudaram em subgrupo de 40 indivíduos; seus 
genótipos comparados à sensibilidade ao glicocorticoide por meio da dosagem 
de cortisol plasmático e salivar após supressão com dexametasona, ensaio de 
afinidade do receptor ao corticoide e inibição por dexametasona de 50% da 
proliferação de mononucleares estimulada pela concanavalina-A. Observaram, 
nos pacientes homozigotos GG, a necessidade de maior concentração de 
dexametasona para supressão do cortisol salivar e plasmático em relação ao 
observado para os pacientes que eram portadores dos demais genótipos. No 
entanto, não houve sensibilidade ao glicocorticoide alterada nas células 
mononucleares do sangue periférico, sugerindo que a influência desse 





Observamos, em 53 pacientes genotipados em nossa casuística, que os 
quatro pacientes maus respondedores à prednisona, isto é, aqueles com 
contagens de linfoblastos acima de 1.000 /mm³ no D8, não eram portadores do 
alelo variante G para o SNP íntron 2 +646C/G.  
Tissing et al. (2005c) também estudaram em uma amostra de 53 crianças 
com LLA a relação da resposta à prednisolona, in vivo e in vitro, com as 
variações genotípicas relacionadas ao SNP íntron 2 +646C/G. Os pesquisadores 
não observaram associação com resposta ao corticoide (p=0,69), à semelhança 
dos achados de nosso estudo (p=0,509). Nesse estudo também foi considerada 
a resposta in vivo à prednisona como a contagem de blastos superior ou inferior 
a 1.000/mm³, no D8 da indução no sangue periférico, após exposição a sete 
dias de prednisona e uma dose de MTX IT, como também realizado no nosso 
estudo. Os portadores do alelo G compreenderam 55% da amostra, com 
frequência superior à observada em nosso estudo, de 37,7%. Dentre os 
portadores do alelo G no estudo de Tissing et al. (2005c), 31% (n=9) foram 
maus respondedores à prednisona.  
Como já assinalado acima, apenas os pacientes genotipados como CC 
apresentaram contagens de linfoblastos superior a 1.000/mm³ na presente 
casuística, o que representa resultados divergentes, embora com amostras de 
tamanho limitado em ambos os estudos.  
Marino et al. (2009) estudaram 35 crianças tratadas segundo o protocolo 
AEIOP-BFM ALL 2000, com uso de uma semana de prednisona na dose de 60 
mg/m²/dia por sete dias e uma dose de MTX IT no primeiro dia da indução. Não 
observaram associação (p=0,77) entre os genótipos do SNP íntron 2 +646C/G e 
estratificação de risco de recaída ou efeitos adversos como toxicidade 
infecciosa, ganho ponderal ou alterações neurológicas secundárias ao uso de 
glicocorticoide.  
O SNP 9βT/C é exclusivamente encontrado na isoforma β do receptor de 
glicocorticoide, produzida por splicing alternativo do gene NR3C1. Essa isoforma 





ativar o ERGC; age como inibidor dominante da isoforma ativa do RGC e está 
relacionado à resistência ao corticoide (Manenschijn et al., 2009). A frequência 
do alelo polimórfico C foi de 16% no estudo de Labuda et al. (2010), semelhante 
aos 14% observado em nossa amostra. 
Os genótipos com presença do alelo C já foram associados a estimativas 
mais elevadas de SLE em crianças com LLA (Labuda et al., 2010). Em relação a 
esse polimorfismo, não houve na presente casuística pacientes com genótipos 
CC; 71,7% (n=38) apresentaram genótipo TT (Tabela 5). 
Os dois subgrupos de alto risco pela idade (lactentes ou crianças com 
idade superior ou igual a nove anos) foram genotipados como TT. Nos dez 
pacientes genotipados que tinham leucometria inicial acima de 50.000/mm³, 
nove eram portadores do alelo T em homozigose. Em nossa casuística, nos dois 
pacientes com LAFM (B/mieloide) prevaleceu o genótipo TT, bem como nos 
portadores de LLA T- derivada. Não houve associação entre o SNP 9βT/C e as 
características prognósticas descritas anteriormente.  
Observamos, ainda, que os quatro pacientes com contagens de blastos 
acima de 1.000 /mm³ no D8, foram portadores do alelo T em homozigose para o 
SNP 9βT/C (p=0,568), observação esta contrária ao que sugerem estudos 
funcionais do polimorfismo (Labuda et al., 2010), embora deva ser ressaltado o 
pequeno número de pacientes incluídos na presente casuística.  
O estudo de Labuda et al. (2010) é um dos poucos estudos em população 
pediátrica que encontrou associação entre resultado terapêutico na LLA da 
infância e alguns polimorfismos do gene NR3C1, entre eles os SNPs íntron 2 
+646C/G e 9βT/C. Na avaliação de 310 crianças, os pacientes portadores dos 
genótipos CG e GG (n=187) para o SNP íntron 2 +646C/G, apresentaram 
estimativa de SLE inferior aos portadores do genótipo CC (p=0,03). Quanto à 
sobrevida global, ela foi inferior apenas nos pacientes homozigotos para G 
(n=31). Quando realizada a comparação com características clínico-
laboratoriais, interessantemente, observou-se que os pacientes heterozigotos e 





subgrupos com leucometria ao diagnóstico inferior a 50.000/mm³ (p=0,01) e 
sobrevida global inferior nos pacientes de baixo risco pela idade ao diagnóstico, 
genotipados como GG (p=0,006).  
Fleury et al. (2004) observaram sobrevida global inferior nos portadores 
de genótipo GG para SNP íntron 2 +646C/G (p=0,04), porém sem associação 
com a SLE. Esses achados divergem da ausência de associação entre esse 
SNP e prognóstico em LLA observado por Tissing et al. (2005c). Esses 
resultados contraditórios aos estudos funcionais dos SNPs do gene NR3C1 
devem resultar da complexidade de funções e vias de regulação do receptor de 
glicocorticoide, bem como pelas diferenças no número de pacientes e protocolos 
terapêuticos entre os estudos (Greenstein et al., 2002; Ansari, Krajinovic, 2007). 
Houve quatro pacientes no presente estudo simultaneamente com 
genótipos GG e TT para os SNP íntron 2 +646C/G e 9βT/C, respectivamente. 
Alguns autores associaram os alelos G para o SNP íntron 2 +646C/G e alelo T 
para SNP 9βT/C, em homozigose com SG e SLE inferiores, respectivamente 
(Labuda et al., 2010). Em nossa casuística, esses quatro pacientes foram todos 
bons respondedores à prednisona no D8 e apresentaram as seguintes 
características: (1) sexo masculino, LLA T, SNC 3, alto risco também pela idade 
e 330.000 leucócitos/mm3 ao diagnóstico; (2) sexo masculino, LLA B derivada, 
SNC 1, baixo risco pela idade e pela leucometria; (3) sexo feminino, LLA B 
derivada ETV6-RUN1 positivo, SNC1, baixo risco pela idade e pela leucometria; 
(4) sexo feminino, LLA do lactente MLL positivo, SNC1. Não houve associação 
do genótipo com as características ao diagnóstico. 
Apesar da estimativa de sobrevida global de 86,1% aos 24 meses, o 
presente estudo não permite, devido ao tempo de acompanhamento ainda 
limitado e pelo pequeno tamanho amostral, associar os achados dos dois 
polimorfismos do gene NR3C1 estudados com o prognóstico das crianças.  
Embora existam expectativas para individualização da terapia baseada na 
farmacogenética, esse é um projeto de difícil introdução na prática clínica. Uma 





resultados, devida principalmente ao número de indivíduos estudados e à 
heterogeneidade étnica, o que torna difícil a replicação de estudos de 
polimorfismos genéticos em diferentes populações. São também conhecidas as 
controvérsias sobre polimorfismos gênicos relativamente ao gênero e idade, 
variações de gene não estudadas e análise estatística, por vezes, com resultados 
falso-positivos (van Rossum et al., 2005). Além disso, uma associação entre um 
polimorfismo e um fenótipo não necessariamente indica relação causal. 
Cortez et al. (2009) estudaram o perfil de expressão de genes 
relacionados ao metabolismo de drogas em 140 crianças brasileiras com LLA, 
que usaram o protocolo GBTLI-LLA 99, e demonstraram que a baixa expressão 
de determinados genes, que estão vinculados à resistência a drogas, não se 
associou a falhas terapêuticas, porém constataram risco de óbito mais elevado, 
relacionado à toxicidade ao tratamento.  
Reconhecemos, a partir dos resultados controversos sobre a sensibilidade 
ao glicocorticoide e o perfil de polimorfismos relacionados ao gene NR3C1, que 
outros fatores influenciam o padrão de resposta e de toxicidade ao corticoide. A 
despeito da ligação eficaz do receptor de glicocorticoide ao seu substrato no 
citoplasma celular, há outros fatores reguladores da ação do corticoide, tais como 
outros polimorfismos nos receptores da vitamina D, citocinas, fator de necrose 
tumoral e IL-10 (Lauten et al., 2002; Davidsen et al., 2008). 
Estudos sobre os efeitos de genótipos do NR3C1, como fatores que 
predisporiam a eventos referentes à sensibilidade ao glicocorticoide, necessitam 
ser replicados em coortes adicionais, em estudos clínicos, por exemplo, 
associando-se com a dose de corticoide. Há, também, necessidade de estudos 
funcionais para a compreensão dos mecanismos de resistência e como 
incorporar esses fatores genéticos na melhoria dos resultados terapêuticos.  
A associação de genótipos relacionados ao metabolismo de drogas, entre 
elas os glicocorticoides, necessita ser explorada em estudos prospectivos mais 
robustos para determinar se tal relação realmente existe e se seria responsável 





sensibilidade podem ser úteis tanto no diagnóstico de resistência ou de 
hipersensibilidade ao glicocorticoide, quanto na individualização da dose a ser 
administrada. O rastreamento de genótipos variantes que podem influenciar a 
resposta aos corticoides são apenas alguns exemplos que apontam para a 
possibilidade de uma adequada estratificação dos pacientes em grupos de risco 
distintos, com a proposta de tratamentos mais individualizados e, portanto, com 
efeitos mais benéficos ou menos deletérios. 
Avanços adicionais na sobrevida e qualidade de vida na LLA da infância 
requerem uma melhor compreensão da fisiopatologia da doença, estratificação 
precisa de padrões de resposta, domínio dos mecanismos de metabolização da 
droga no hospedeiro, associadas a inovações terapêuticas e com o advento da 




























1. A citometria de fluxo e a avaliação morfológica para a quantificação de 
blastos em sangue periférico no oitavo dia da indução em crianças com 
leucemia linfoblástica aguda mostraram concordância satisfatória. Esses 
dados sugerem a aplicabilidade da citometria de fluxo como método menos 
subjetivo de avaliação da contagem de blastos.  
2. Os polimorfismos íntron 2+646C/G e 9βT/C, relacionados ao gene NR3C1, 
não apresentaram associação significativa com características clínico-
laboratoriais, tais como: idade, sexo, leucometria inicial, linhagem celular e 
resposta à prednisona, avaliada pela contagem de linfoblastos no sangue 
periférico do oitavo dia de indução. 
3. Observou-se elevada concordância entre os observadores na contagem 
morfológica de blastos, independente da presença do anticoagulante. 
4. Houve concordância excelente entre as contagens de blastos no sangue 
periférico, entre os diferentes observadores, quer tenham sido contadas em 
100 ou 200 células. 
5. Observou-se concordância satisfatória entre morfologia e citometria de fluxo 
na quantificação dos blastos. Em 14,8% dos casos, ocorreu discordância 
entre os métodos, todos eles no sentido da ausência de blastos pela 
citometria e contagens que variaram de 41 a 925 blastos/mm³ pelo método 
morfológico.  
6. Quanto aos polimorfismos relacionados ao gene receptor de glicocorticoide 
NR3C1, os genótipos mais frequentes para SNP íntron 2 +646C/G 
(rs41423247) foram CC em 62,3%, CG em 30,2% e GG em 7,5% dos 
pacientes. Para SNP 9βT/C (rs6198) todos os genótipos encontrados 
continham o alelo T, com 71,7% dos pacientes homozigotos para TT. Nos 
pacientes que apresentaram recaída ou foram a óbito, o genótipo TT para o 






































Anexo 2 – Termo de Consentimento livre e esclarecido 
 
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE) 
 
Título do Projeto: Proposta de individualização do tratamento de LLA na infância: 
avaliação do perfil de polimorfismos do gene receptor de glicocorticoide NR3C1 e 
quantificação de blastos por citometria de fluxo no oitavo dia da indução do Protocolo 
GBTLI LLA- 2009. Estas informações estão sendo fornecidas para sua participação 
voluntária neste estudo, e no futuro, poderá beneficiar todas as outras crianças que 
tiverem diagnóstico de LLA e por um exame mais sensível terão suas células 
leucêmicas contadas com maior exatidão. 
 
Eu,___________________________________________________, responsável pelo 
paciente ______________________________________________, fui informado (a) de 
que a Leucemia Linfoide Aguda é o câncer mais comum na infância e ocorre no 
sangue, quando as células brancas jovens, chamadas de blastos, crescem na medula 
óssea. A avaliação da resposta ao tratamento quimioterápico no Protocolo do Grupo 
Brasileiro de Tratamento da Leucemia na Infância (GBTLI) 2009, a exemplo dos demais 
protocolos internacionais, preconiza a contagem dos blastos no sangue no oitavo dia de 
tratamento (D8). O número de células da leucemia que existirem no sangue, após a 
criança ter recebido sete dias de corticoide e uma dose de medicação no líquor (líquido 
que banha o cérebro e a espinha), já permite dizer quantos ciclos de quimioterapia a 
criança receberá durante o resto do tratamento. Por isso os pacientes são chamados de 
baixo risco (precisam de menos ciclos de quimioterapia) e de alto risco (precisam de 
mais ciclos de quimioterapia). 
Já é conhecida também a presença de genes nos cromossomos presentes em todos 
os seres humanos que podem ser responsáveis pela melhor ou pior resposta ao 
tratamento com quimioterapia incluindo o corticoide. O conhecimento de quais 
pacientes respondem melhor ao corticoide pode favorecer e permitir a adequação da 
dose ideal desta medicação para cada paciente. A finalidade deste estudo é avaliar no 
primeiro dia do tratamento chamado de D1 um gene, que costuma estar associado à 
resposta ao corticoide. Será avaliado também o número de blastos no sangue periférico 
de seu (sua) filho (a) no oitavo dia de tratamento através do método chamado de 
citometria de fluxo e compará-la com a contagem morfológica de blastos no 
microscópio, com o intuito de avaliar a sensibilidade e exatidão deste método. Também 
fui informado de que no D1 e no D8, será coletado de meu (minha) filho (a), em cada 





profissional de enfermagem treinado, ou através de punção do cateter de veia central, 
em geral relacionado com apenas desconforto leve no momento da coleta do exame. A 
grande vantagem deste estudo, é que não será realizada coleta de sangue adicional, no 
D1 e no D8, além daquela amostra de sangue para o hemograma prevista para aqueles 
dias do tratamento. 
 Esses exames não trazem prejuízo ao tratamento. As amostras serão enviadas aos 
Laboratórios de Referência, para os estudos especializados propostos neste trabalho. 
Não haverá despesas pessoais para o participante do estudo. 
Após o término do estudo, os resultados serão divulgados para que outros pacientes 
possam ser beneficiados com tratamento individualizado. Os registros do prontuário e 
os resultados obtidos são confidenciais, cabendo ao pesquisador a utilização dos dados 
apenas para esta pesquisa. A identificação de seu (sua) filho (a) não será revelada em 
publicações. A participação de seu (sua) filho (a) é voluntária e a sua recusa em 
participar neste estudo ou a retirada do consentimento, não comprometerá o tratamento 
quimioterápico destinado a sua doença. Os participantes deste estudo têm a garantia 
de receber esclarecimentos sobre quaisquer procedimentos relacionados à coleta, 
destino e utilização de material biológico coletado (sangue), bem como quaisquer 
outras dúvidas relacionadas ao estudo. Os participantes também terão o direito de 
serem mantidos atualizados sobre os resultados parciais do estudo. 
A qualquer momento, em caso de dúvidas, os participantes ou seus responsáveis, 
terão acesso à médica pesquisadora deste estudo, a Dra.. Ana Virginia Lopes de 
Sousa, no Instituto de Oncologia Pediátrica- IOP/GRAAC/UNIFESP, situado na Rua 
Botucatu, 743, cujo telefone de contato é (11) 5080-8406. 
Eu li este documento ou ele foi lido para mim, foi discutido com todas as informações 
sobre os propósitos do estudo, bem como com as explicações sobre os procedimentos 
a serem realizados, e cientes dos meus direitos (abaixo relacionados), e informado 
sobre os riscos e benefícios, decido voluntariamente que meu (minha) filho (a) participe 
desta pesquisa. Eu receberei uma cópia deste documento. 
Direitos: 
1. A garantia de receber a resposta de qualquer pergunta ou esclarecimento, a 
respeito dos procedimentos, riscos e benefícios e outras dúvidas relacionadas ao 
estudo. 
2. A liberdade de retirar meu consentimento a qualquer momento e deixar de 
participar do estudo sem que isso traga prejuízo à continuidade do cuidado e 
tratamento que já vinha recebendo neste hospital. 
3. A segurança de que não serei identificado e qualquer informação será mantida 





4. O compromisso de me proporcionar informações atualizadas durante o estudo 
ainda que isso possa afetar minha vontade de continuar participando. 
 
Eu _____________________________________, com grau de parentesco _______, 
dei permissão para meu(minha) filho(a) ______________________________ participar 
do estudo de Investigação do perfil de polimorfismos do gene receptor de 
glicocorticoide NR3C1 ao diagnóstico de Leucemia Linfoide Aguda e avaliação da 
citometria de fluxo como método de quantificação de blastos no sangue periférico no 
oitavo dia da indução do Protocolo do Grupo Brasileiro de Tratamento da Leucemia 
Linfoide Aguda na Infância (GBTLI LLA-2009) em _____/_____/_____. 
 
____________________________________________        _____/_____/_____ 
         Testemunha                                Data 
  
Declaro que concedi explicações aos familiares/ paciente sobre o estudo e obtive de 
forma apropriada e voluntária o Consentimento Livre e Esclarecido de seu 
representante legal para a participação nesta pesquisa. 
 
______________________________________________   _____/_____/_____ 







Anexo 3 – Termo de Assentimento (Pacientes de 6 a 11 anos) 
 
TERMO DE ASSENTIMENTO 
(Pacientes de 6 a 11 anos) 
 
NOME DO PARTICIPANTE: 
________________________________________________________________ 
 
TÍTULO: Proposta de individualização do tratamento de LLA na infância: avaliação 
do perfil de polimorfismos do gene receptor de glicocorticoide NR3C1 e 
quantificação de blastos por citometria de fluxo no oitavo dia da indução do 
Protocolo GBTLI LLA-2009 
Médica responsável: Dra.. Ana Virgínia Lopes de Sousa 
    Telefone (11) 5080- 8406. 
        Endereço: Rua Botucatu, 743 – Vila Clementino, São Paulo. 
Por que este estudo está sendo feito? 
Para os médicos saberem como individualizar o tratamento da minha doença (Leucemia 
Linfoide Aguda) 
  
O que eu terei que fazer? 
Você terá que fazer dois exames de sangue, além de continuar com o seu tratamento 
de rotina.  
 
Participar do estudo pode me causar alguma coisa ruim? 
A coleta de sangue pode causar dor ou deixar manchas roxas.  
Os pacientes que tomarem quimioterapia podem ter alguns efeitos tais como, náusea, 
vômito, perda do cabelo, aftas na boca e no estômago, níveis baixos de células do 
sangue e reações alérgicas.  
 
Participar do estudo pode me ajudar?  
Não podemos garantir a melhora de todos os pacientes, porém participar deste estudo, 
nos ajudará a conhecer melhor a sua doença e o melhor tratamento para redução e/ou 
a cura do seu tumor.  
 
Eu preciso participar deste estudo? E posso sair se quiser? 
Ninguém pode forçá-lo (a) a participar deste estudo. Seu médico cuidará de você 
mesmo que não participe deste estudo. Independente do que decidir, ninguém ficará 
bravo com você.  
 
Consultas em caso de dúvidas ou problemas referentes ao estudo: Você e a sua 
família tem o direito de perguntar o que quiserem e podem conversar com a Dra. Ana 





Lembre-se, participar deste estudo é uma escolha sua. Mesmo que inicie a participação 
no estudo, você poderá parar mais tarde se quiser. É só informar seus pais ou médicos.  
 
Assentimento 
Ao assinar este termo eu concordo que: 
1. O estudo me foi explicado e todas as minhas perguntas foram respondidas. Eu 
tenho a liberdade agora e no futuro de fazer quaisquer perguntas sobre este estudo.  
2. Eu concordo com a minha participação. 
 
Nome do Paciente  Assinatura do Paciente Data: ___/___/___ 
    
Nome da Testemunha #  Assinatura da Testemunha Data: ___/___/___ 
    
Nome do Investigador  Assinatura do Investigador Data: ___/___/___ 
# A Testemunha imparcial somente é necessária quando o paciente e/ou seu representante 






Anexo 4 – Termo de Assentimento (Pacientes de 12 a 17 anos) 
 
TERMO DE ASSENTIMENTO 
(Pacientes de 12 a 17 anos) 
 
NOME DO PARTICIPANTE: 
________________________________________________________________ 
 
TÍTULO: “Proposta de individualização do tratamento de LLA na infância: 
avaliação do perfil de polimorfismos do gene receptor de glicocorticoide NR3C1 e 
quantificação de blastos por citometria de fluxo no oitavo dia da indução do 
Protocolo GBTLI LLA-2009” 
 
Médica responsável: Dra.. Ana Virgínia Lopes de Sousa 
    Telefone (11) 5080- 8406. 
        Endereço: Rua Botucatu, 743 – Vila Clementino, São Paulo. 
Por favor, leia atentamente este Termo de Assentimento. Use o tempo necessário para 
que você possa entendê-lo e para fazer o máximo deperguntas que desejar.  
Este documento lhe dará informações sobre o estudo que será discutido com você. 
Uma vez que você entenda o estudo, se você concordar em participar solicitamos que 
assine este documento. Você terá uma cópia dele. 
 
Introdução: Você está sendo convidado (a) a participar deste estudo de pesquisa. O 
investigador relacionado acima está encarregado do estudo, porém, outros profissionais 
poderão ajudá-los ou atuar pelos mesmos. 
A sua participação é voluntária, você pode recusar a permissão para tal participação ou 
pode retirar o seu consentimento a qualquer momento, e por qualquer razão, sem 
colocar em risco o seu tratamento futuro ou sua família nesta instituição ou o 
relacionamento com o médico. Você não tem que participar da pesquisa para receber o 
melhor tratamento indicado para seu caso.  
A Leucemia Linfoide Aguda é o câncer mais comum na infância e ocorre no sangue, 
quando as células brancas jovens, chamadas de blastos crescem na medula óssea. A 
avaliação da resposta ao tratamento quimioterápico no Protocolo do Grupo Brasileiro de 
Tratamento da Leucemia na Infância (GBTLI) 2009, a exemplo dos demais protocolos 
internacionais, preconiza a contagem dos blastos no sangue no oitavo dia de 
tratamento (D8),  
 
Objetivo deste Estudo: A finalidade deste estudo é avaliar no primeiro dia do 
tratamento chamado de D1 um gene, que costuma estar associado à resposta ao 
corticoide (medicamento). Será avaliado também o número de blastos no seu sangue 
no oitavo dia de tratamento através do método chamado de citometria de fluxo e 
compará-la com a contagem morfológica de blastos no microscópio, com o objetivo de 







Procedimentos do Estudo: Coleta de sangue no D1 (primeiro dia de tratamento) 
  Coleta de sangue no D8 (oitavo dia de tratamento) 
 
Riscos associados ao procedimento/tratamento: Estes exames não trazem prejuízo 
ao tratamento. As amostras serão enviadas aos Laboratórios de Referência, para os 
estudos propostos neste trabalho. Não haverá despesas pessoais para o participante 
do estudo. 
Você poderá apresentar uma dor leve durante a picada e às vezes poderá ocorrer o 
aparecimento de um pequeno hematoma (roxo) neste local devido à coleta de sangue. 
 
Benefícios: Não é possível predizer se todos os pacientes obterão benefícios pessoais 
resultantes deste presente estudo. Este estudo ajudará futuros pacientes com este 
mesmo diagnóstico (LLA), para receberem um tratamento individualizado. 
  
Consultas em caso de dúvidas ou problemas referentes ao estudo: Você tem o 
direito de perguntar e obter as respostas a quaisquer perguntas que você possa ter 
sobre esta pesquisa em qualquer etapa do estudo. Se você  
 
tiver mais perguntas, ou no caso de ocorrer uma lesão relacionada à pesquisa, você 
deve contatar a Dra. Ana Virgínia Lopes de Sousa que pode ser encontrada no seguinte 
endereço Rua Botucatu, 743 IOP – GRAACC – UNIFESP e pelo telefone (11) 5080-
8406. Se você preferir falar com alguém que não esteja diretamente associado ao 
estudo, você pode contatar o Comitê de Ética em Pesquisa da UNIFESP, pelo telefone 
(11)5539-7162, situado na Rua Botucatu, 572 - 1º andar- conjunto: 14, e-mail: 
cepunifesp@epm.br. 
Manuseio de Dados /Confidencialidade :  
Todas as amostras biológicas (sangue) coletadas e os dados obtidos durante o estudo 
não serão usados para nenhum outro fim que não esteja explicado neste termo de 
consentimento livre e esclarecido. Caso haja sobra de algum material biológico não 
usado, este será adequadamente descartado (jogado fora). 
Sua confidencialidade será mantida de acordo com o especificado pelas legislações 
brasileiras. 
Assentimento 
Ao assinar este termo eu concordo que: 
1. O estudo me foi explicado e todas as minhas perguntas foram respondidas. 
2. Eu tenho a liberdade agora e no futuro de fazer quaisquer perguntas sobre este 
estudo. Entendo também que, a qualquer momento durante o tratamento, eu tenho a 
liberdade de discutir com a Dra.. Ana Virginia Lopes de Sousa os meus direitos como 
um participante ou quaisquer efeitos colaterais que possam ocorrer. 
3. Os possíveis danos e desconfortos e os possíveis benefícios deste estudo me foram 
explicados.  
4. Conheço as alternativas a participar deste estudo. Eu entendo que tenho o direito 
de não participar e o direito de interromper a participação a qualquer momento. A 
decisão sobre participar ou não do estudo não afetará o meu tratamento de saúde na 






5. Eu não receberei nenhum pagamento pela minha participação. 
6. Foi-me dito que meus registros médicos permanecerão confidenciais. Eu entendo 
que nenhuma informação que me identifique será divulgada sem a minha prévia 
autorização. Eu li, entendi e foi-me dada uma cópia deste termo de assentimento. 
 
Nome do Paciente  Assinatura do Paciente Data: ___/___/___ 
    
Nome da Testemunha #  Assinatura da Testemunha Data: ___/___/___ 
    
Nome do Investigador  Assinatura do Investigador Data: ___/___/___ 
# A Testemunha imparcial somente é necessária quando o paciente e/ou seu 


























Anexo 6 - Termo de Consentimento para congelamento e guarda de amostras 
de Medula Óssea 
 
Para se obter um maior controle clínico e científico sobre o câncer, os pesquisadores 
e corpo clínico deste hospital desenvolvem uma pesquisa científica, através de projetos 
a serem analisados pelo Comitê de Ética em Pesquisa(CEP) e, se for o caso, pela 
Comissão Nacional de Ética em Pesquisa (CONEP). Através desta pesquisa, que lida 
com a busca de genes e proteínas associadas ao câncer, será possível conhecer 
melhor os mecanismos da doença e, portanto, oferecer novas possibilidades de 
diagnóstico e tratamento aos pacientes. 
Seu (a) filho(a) receberá tratamento para leucemia linfoide aguda neste hospital. O 
controle do tratamento inclui coletas de sangue e medula óssea para o diagnóstico e 
acompanhamento da doença. Parte da amostra colhida, não usada nos diagnósticos, 
representa material muito útil para pesquisa científica. 
Por isso, você está sendo convidado a colaborar com a pesquisa científica, 
autorizando a utilização de parte das amostras de medula óssea ou sangue periférico já 
coletadas nos procedimentos rotineiros de diagnóstico. Estaremos avaliando a 
determinação de quantidades mínimas de blastos leucêmicos, ainda restantes no 
organismo do seu (a) filho(a) conhecida como Doença Residual Mínima, por três 
técnicas distintas para averiguar a sensibilidade e exatidão. Apenas o restante do 
material colhido, não usado no diagnóstico, será aproveitado na pesquisa. Assim 
sendo, não será feita nenhuma coleta adicional de medula óssea ou sangue periférico 
além daquela que já foi feita para o diagnóstico, portanto, a sua colaboração na 
pesquisa não acarretará risco nem desconforto adicional algum. 
Solicitamos também sua autorização para a consulta do prontuário clínico, a fim de 
estudar a ocorrência de eventuais associações entre dados laboratoriais encontrados e 
a evolução clínica da doença. Os dados individuais, resultados de exames e testes, 
bem como do prontuário, somente serão acessíveis aos pesquisadores envolvidos e 
não será permitido o acesso a terceiros (seguradoras, empregadores, supervisores 
hierárquicos, etc.). 
Além disso, solicitamos autorização para armazenar a parte da amostra não utilizada 
para a consecução deste projeto de pesquisa. Na eventualidade de novo projeto de 
pesquisa, o material só será utilizado mediante aprovação do novo projeto pelo CEP e, 
se for o caso, pelo CONEP. 
Todo material utilizado nesta pesquisa será identificado no laboratório por código 
formado por números e letras e, portanto, a privacidade e identidade do seu (a) filho(a) 
serão preservadas. A eventual inclusão de resultados em publicação científica será feita 





Concordando com o uso deste material, conforme descrito, é necessário esclarecer 
que você não terá benefícios ou direitos financeiros sobre os eventuais resultados 
decorrentes da pesquisa. Se você não concordar em permitir o uso deste material para 
pesquisa, ou se futuramente, em qualquer fase da pesquisa, vier a retirar seu 
consentimento, sua decisão não influenciará, de nenhum modo, no tratamento de 
seu(sua) filho(a), nem incorrerá em discriminação ou penalização alguma. 
Você receberá uma cópia deste documento e o original será arquivado no prontuário 
do paciente. 
Caso você tenha questões a fazer sobre este termo de consentimento ou alguma 
dúvida que não tenha sido esclarecida pelo seu médico, bem como se desejar a 
qualquer momento retirar seu consentimento, por gentileza entre em contato com o 
pesquisador responsável: 
Dra. Maria Lúcia Martino Lee, mlucialee@ig.com.br / iopepm@graacc.org.br. 
Endereço: Rua Botucatu, 743 –Telefone: (11) 5080.8475 / Fax: (11) 5080.8480 
 
 
Autorizo que o material coletado seja armazenado para uso em outras pesquisas 
após sua aprovação como novo projeto, mediante nova avaliação. 
 
Assinatura do doador (a) ou representante legal: 
________________________________________________ 
 
Nome do doador (a): 
______________________________________________________________ 
 











Anexo 7 – Ficha de contagem de blastos pela citomorfologia 
 
Contagem de SP – D8 
Paciente:_________________________________________RH:_____________ 
 
Observador ______   -   n° de células:________ 
 
 Lâmina nº: Lâmina nº: 
Mielócito   
Metamielócito   
Eosinófilo   
Basófilo   
Segmentados   
Bastão   
Linfócitos   
Monócitos   










Anexo 8 - Anticorpos monoclonais usados para a quantificação de blastos 
Anticorpos 
Monoclonais 




































CD19 APC SJ25C1 BD Biosciences 340437 
CD34 PerCP 8G12 BD Biosciences 340430 










Legenda: FITC: Isotiocianato de Fluoresceína; PE: Ficoeritrina; PerCP: Complexo Peridina-
Clorofil-Proteína; APC: Aloficocianina. 








Anexo 9 - Características genética-moleculares e citogenéticas dos pacientes 
Caso Sexo Genética-molecular Citogenética Clássica 
1 F NR * 46,XX [30] 
2 M NR * 56,XXY,+4,+6,+8,+14,+17,+18,+21,+21 [cp26]/46,XY [4] 
3 M NR* 47,XY,+21 [14] 
4 M NR* 46,XY [20] 
5 F NR* 
Presença de um clone com cariótipo feminino normal 
(46, XX) e um clone com cariótipo poliplóide, com 87 a 
90 cromossomos e aberrações estruturais, não 
identificadas, devido à complexidade do cariótipo 
6 F ETV6/RUNX1 (neg) BCR/ABL1 (neg) 53,XX,+4,+6,+10,+14,+17,+18,+21 [29]/46,XX [1] 
7 F ETV6/RUNX1 (pos) Ausência de metáfases para análise  
8 M ETV6/RUNX1 (neg) BCR/ABL1 (neg) Ausência de metáfases para análise  
9 M NA # Ausência de metáfases para análise #  
10 M NA # Ausência de metáfases para análise #  
11 F 




[cp9] /46,XX [21] 
12 F BCR/ABL1 (pos) 
Analisadas 30 células e encontrados 3 clones distintos: 
9 células poliplóides, com 68 a 70 cromossomos; 7 
células com cariótipo 
34,X,+1,+5,+8,+9,+10,+14,+19,+21[cp7]; e 14 celulas 
com cariótipo feminino normal (46,XX) 
13 M 
NR – amostra 
inadequada para 
investigação 
48,XY,t(1;6)(q21;q25-27),+8,+12[9] / 46,XY [21] 
14 F ETV6/RUNX1 (pos) 46,XX [20] 
15 M ETV6/RUNX1 (pos) 
Analisadas 30 células; 17 delas eram poliplóides, com 
91 cromossomos e 13 células apresentavam cariótipo 
masculino normal (46,XY) 
16 M 
NA – amostra 
inadequada para 
investigação 





Uma célula com cariótipo 46,XY,der(19)t(1;19)(q23;p13) 
e 10 células com cariótipo masculino normal(46,XY). 





89,XXYY, -9,der (9)t(9;17)(q34;q21)x2,-17,-18[10] / 
46,XY [20] 
19 F BCR/ABL1 (pos) 
45,XX, - 9,der (22) t(9;22)(q34;q11), der (22)(22qter → 
22p12::9p11→9p34::22q11→22qter)[10]/ 46,XX [20] 
Observação: O clone alterado apresenta o cromossomo 
Philadelphia, resultante da translocação entre os 
cromossomos 9 e 22; o outro cromossomo derivado originado 
desta translocação está envolvido em uma nova translocação, 
com o outro homólogo do cromossomo 22, com perda do 







Caso Sexo Genética-molecular Citogenética Clássica 
20 F ETV6/RUNX1 (pos) 45,X,-X,del(6)(q21)[20] 
21 F ETV6/RUNX1 (pos) 46,XX [20] 




55, XXX, dup (1)(q12-21q31-32),+del 










NR - amostra 
inadequada para 
investigação 
Ausência de metáfases para análise - amostra 




















NA - material insatisfatório (Laboratório Fleury) 
32 M 
NA - amostra 
inadequada para 
investigação 




Ausência de metáfases para análise - amostra 
inadequada para investigação 
34 F** 
NA - amostra 
inadequada para 
investigação 
Ausência de metáfases para análise - amostra 
inadequada para investigação 
35 M 
NA - amostra 
inadequada para 
investigação 
Ausência de metáfases para análise - amostra 
inadequada para investigação 
36 M 
NA - amostra 
inadequada para 
investigação 
Ausência de metáfases para análise - amostra 












NR – amostra 
inadequada para 
investigação  
















46, XY, t(1;11) (q32;q23) [11]/46,XY [19] 
42 M 















NA – amostra 
inadequada para 
investigação 
Ausência de metáfases para análise (amostra 
inadequada para investigação) 
46 M 
NA - amostra 
inadequada para 
investigação 
De 20 células analiasadas, 6 apresentaram cariótipo 
complexo com alterações envolvendo os cromossomos 





De 30 células analisadas, 8 eram poliplóides, com mais 
de 80 cromossomos; e 22 células apresentaram 
cariótipo 46,XY,9ph (a complementação 9 ph no 
cariótipo descreve a localização da heterocromatina – 






55, XXY, dup(1)(q31q42), +4,add (7)(p11), +10, add 



























NR – amostra inadequada para investigação 
Legenda: NR=Não Realizado; *neste período da admissão dos pacientes, o Laboratório de 
Genética não oferecia esta investigação; # material recebido para diagnóstico: sangue 
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Objective: To assess patients with acute lymphoblastic leukemia (ALL) treated 
according to the protocol of The Cooperative Brazilian Group of Acute 
Lymphoblastic Leukemia treatment in childhood (GBTLI LLA-2009) on the eighth 
day of induction, the reproducitibility of the intra and interobserver peripheral blasts 
count; concordance between the flow cytometry (FC) and morphology; to describe 
the genotypes of SNP íntron 2 +646C/G and 9βT/C of the glucocorticoid receptor 
gene NR3C1. Methods: Peripheral blood samples (PB) and/or bone marrow (BM) 
of 54 patients were analyzed prospectively from which 53 were genotyped for the 
research of the studied polymorphisms. In 31 patients, on the eighth day of 
induction, the blast count in the PB was performed, in 200 and 100 cells, with and 
without EDTA, by three steady observers, different, with independent counts. The 
immunophenotyping was carried out with the lysis of erythrocytes technique and 
samples acquired and analyzed in the flow cytometer BD FACSCalibur, with 
15.000 events in total.Results: 59,3% of the patients belonged to male gender at 
the average age of 7,9 years, leucometry lower than 50.000/ mm³ in 79,6% and 
common ALL phenotype in 48,1%. In the isolated assessment of each observer, 
there was no difference in the percentage count of blasts in 100 or 200 cells, with 
ICC close to 1 (p<0,001), independent of the anticoagulant. There was a great 
concordance between the counts of blasts in PB interobserver with and without 
EDTA, ICC=0,889 (p<0,001) and ICC=0,960 (p<0,001) respectively. In the 
27/31(87%) available samples, there was a 100% concordance between 
morphology and FC when considering the categorization higher or equal to 1.000 
or lower than 1.000 blasts/mm³.In 4/31(13%) of the patients, it was not possible to 
perform the assessment for leucometry lower than 1.000/mm3 on D8. The 
satisfying concordance was observed (rs=0,465; p=0,014) between morphology 
and FC in the quantification of the blasts. In 14,8% of the cases, there was 
discordance among the methods; with the absence of the blasts by FC, and by 
morphology with count that ranged from 41 up to 925 blasts/mm³. In the 53 
patients genotyped for the SNP intron 2 +646C/G, the genotype CC occurred in 
62,3%, CG in 30,2 % and CG in 7,5 % and, for SNP 9βT/C, 71,7% of the patients 
presented genotype TT and 28,3% CT. There was no association among the 
genotypic profiles and gender, age, initial leucometry, cell lineage and the count of 
blasts on D8. Conclusions: The count of lymphoblasts on D8 of induction, was 
highly reproducible among the different observers independent of the presence of 
EDTA, with satisfying concordance between morphology and flow cytometry in the 
quantification of the blasts. These data suggest the applicability of this method as 
a tool free from the subjectivity in the assessment of the blasts count. In our 
sample, the polymorphic allele G was less prevalent for the SNP íntron 2 
+646C/G; and the genotype TT in SNP 9βT/C was the most prevalent, mainly in 
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